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1 UVOD 
 
Pira (Triticum spelta) je v zadnjih desetletjih zaradi dobrih prehranskih lastnosti vedno bolj 
atraktivna surovina za različne oblike predelave. Kaljena žita so bogat vir bioaktivnih snovi, 
zato jih v živilstvu uporabljamo kot osnovno surovino ali dodatek žitnim izdelkom (Donkor in 
sod., 2012). Uporabljajo se v pekarski industriji, pri proizvodnji nekonvencionalnih živili ter 
tudi v industriji pijač. Predelava te poljščine se je v zadnjih letih povečala zaradi njene 
sposobnosti prilagoditve na manj ugodne razmere na rastišču (Muñoz-Insa in sod., 2013). 
Kaljena žita predstavljajo potencialen vir različnih bioaktivnih snovi, kot so vitamini (Koehler 
in sod., 2007) in antioksidanti (Gan in sod., 2017). Med procesom kaljenja žit se pogosto 
pojavi problem rasti različnih plesni in lahko tudi nastanka mikotoksinov, saj so razmere, ki 
so potrebne za kaljenje žit, ustrezne tudi za rast plesni (Magan in Aldred, 2006). Predhodne 
raziskave so pokazale, da po namakanju žit sledi povečanje števila prisotnih plesni (Rabie in 
sod., 1997). Kontaminacija žit s plesnimi pomembno vpliva na kakovost in varnost živilskih 
proizvodov. Nevarnost razvoja plesni lahko zmanjšamo z različnimi ukrepi, ki zmanjšujejo 
kontaminacijo osnovne surovine v prvih fazah procesa priprave slada. Lahko uporabimo 
različne obdelave pred kaljenjem (npr. topla voda (Kottapalli in Wolf-Hall, 2008), 
protimikrobna sredstva (Andrews, 1996; Swieca, 2015; Hong in sod., 2019), ozon (Wolf-Hall, 
2007) in sevanje (Kottapalli in sod., 2006). Pomembno vlogo pri učinkovitosti obdelave imajo 
različni dejavniki (npr. temperatura in čas obdelave, vrsta in koncentracija raztopin in drugo). 
Po obdelavi je v interesu, da žita ohranijo sposobnost kaljenja in rasti kalčka ter koreninic, saj 
lahko le v kaljivih žitnih zrnih potekajo biokemijske transformacije, ki omogočajo pripravo 
kaljenih žit z ustreznimi tehnološkimi in prehranskimi lastnostmi. 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je bil proučiti vpliv različnih obdelav pire pred kaljenjem na 
intenziteto kaljenja in sočasno na populacijo plesni na pirinih zrnih. Za obdelavo smo 
uporabili natrijev hipoklorit, vodikov peroksid in toplo vodo.  
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predvideli smo: 
- da bodo različne metode obdelave pirinih zrn pred kaljenjem različno vplivale na njihovo 
kaljivost, 
- da bodo različne metode obdelave pirinih zrn pred kaljenjem različno učinkovite pri 
zmanjšanju populacije plesni na pirinih zrnih. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PIRA 
 
Pira (Triticum aestivum L. var. spelta) spada v družino trav (Poaceae). Avtorica (Kocjan-
Ačko, 1999) navaja, da je pira najstarejša oblika heksaploidne pšenice, ki je nastala s 
spontanim križanjem med tetraploidno dvoo pšenico Triticum turgidum var. dicoccum in 
diploidno vrsto Triticum tauschii (= Aegilops squarrosa). Uporabna vrednost pire je ta, da je 
dobro prilagojena hladnim in vlažnim razmeram na območju severozahodnih Alp, zaradi česa 
je znana kot zelo robustno žito (Kocjan-Ačko, 1999, Muñoz-Insa in sod., 2013, Krulj in sod., 
2019).V srednji Evropi naj bi jo pridelovali že od 4. tisočletja pr. n. š., za pripravo kruha pa 
naj bi jo uporabljali že v 5. stoletju, pa vse do 20. stoletja, ko so jo v velikem deležu 
nadomestili z modernimi žiti z večjim donosom (Kocjan-Ačko, 1999). Po drugi svetovni vojni 
je količina pire upadla, saj je za izbiro vrste in sorte žita odločala njena donosnost; v zadnjem 
času pa postaja pomembna kot alternativna poljščina (Kocjan-Ačko, 1999, Krulj in sod., 
2019). Pira (Triticum aestivum subsp. spelta) je prastara vrsta žita, ki jo v današnjih časih 
gojijo v manjših količinah, njen namen pa je predvsem uporaba v poljedelstvu, ki ne zahteva 
umetnih gnojil in pesticidov (Abdel-Aal in Rabalski, 2008). 
 
Največ pire so v Sloveniji pridelali na višje ležečih območjih Koroške, gričevnatem 
Goričkem, obronkih Kozjanskega, na Dolenjskem in v Beli krajini (Kocjan-Ačko, 1999). 
Imena pira, pirica pa tudi pirjevica izhajajo iz podobnosti pirinega klasa travi pirnici, ki jo 
poznamo kot plevel v posevkih žit in drugih kultur. Zaradi krhkega in vretenčasto lomljivega 
klasnega vretena so jo kmetje imenovali tudi sevka. Po drugi svetovni vojni so kmetje sejali 
čedalje manj pire, v 60. letih pa so jo povsem opustili, saj so začeli uvajati nove sorte navadne 
pšenice z veliko obilnejšimi pridelki. V pridelavi se največkrat uporablja švicarska sorta 
"Ostro" (Kocjan-Ačko, 2015), k nam pa prihajajo tudi druge sorte, kot so Roquin, 
Oberkulmer, Schwabenkorn, Altgold, Hercule, Bauländer Spelz, katerih pridelek je manjši in 
bolj primeren za manj intenziven način pridelovanja (Kocjan-Ačko, 1999). 
 
Pira ima šopaste korenine, s katerimi dobro črpa hranila in vodo. Votla pirina bil je močnejša, 
prožnejša in daljša od bili navadne pšenice. Glede na rastišče in sorto lahko doseže višino 120 
do 170 cm. V primerjavi s pšenico so pirini listi daljši, ožji in bolj gladki. Absolutna masa 
pire (1000 semen) je 50 do 70 g (oluščenih). Zreli klasi se zaradi težkih v klaskih povesijo 
(Kocjan-Ačko, 1999). 
 
2.2 PREHRANSKO POMEMBNE SNOVI V KALJENIH ŽITIH 
 
Kaljenje semen se pogosto uporablja v proizvodnji mikrozelenja, namenjenega za 
vsakodnevno prehrano. Posledica kaljenja je izboljšana prehranska vrednost kaljenih žit 
(Zhang in sod., 2019). Različna kaljena semena se tradicionalno uporabljajo v afriški in 
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azijski kulinariki, s kaljenjem pa se izboljšajo njihove senzorične lastnosti in prebavljivost 
(Poutanen, 2020)  
 
Nadzorovano kaljenje je ena izmed učinkovitih metod za povečanje vsebnosti bioaktivnih 
snovi v žitih. Kaljena žita vsebujejo veliko snovi, pomembnih za človeka, kot so vitamini, 
različne fenolne spojine in γ-aminobutanojsko kislino (Gan in sod., 2017). Vsebnost 
vitaminov, kot so riboflavin, tiamin, biotin, pantotenska kislina (vitamin B5), tokoferoli in 
folati je v kaljenih žitih lahko tudi za nekaj faktorjev večja kot v nekaljenih (Koehler in sod., 
2007; Gan in sod., 2017). Številni avtorji so potrdili, da kaljenje lahko močno poveča 
antioksidativno aktivnost in vsebnost skupnih fenolnih spojin v različnih žitih, poleg tega pa 
je lahko koncentracija posameznih fenolnih spojin tudi nekajkrat večja (Donkor in sod., 2012; 
Terpinc in sod., 2016). Pri kaljenju nekaterih žit (predvsem ovsa, ajde in rjavega riža) se je 
vsebnost γ-aminobutanojske kisline značilno povečala (Gan in sod., 2017). Lemmens in sod. 
(2019) so potrdili, da namakanje in kaljenje žit spodbuja hidrolizo fitatov, kar pomeni 
povečanje dostopnosti mineralov.  
 
2.3 PREHRANSKE IN TEHNOLOŠKE LASTNOSTI PIRE 
 
Piro najpogosteje uporabljajo v pekarski industriji (Muñoz-Insa in sod., 2013), njena uporaba 
pa sega tudi pivovarstvo v obliki sladu. Znane so tudi testenine iz pirine moke ter mlinci, 
piškoti in slano pecivo (krekerji, palčke, preste…). Zelo so cenjeni lect in medenjaki iz pirine 
moke. V juhah in enolončnicah uporabljajo zelena pirina zrna, ki jih lahko dodajo tudi kruhu 
(Kocjan Ačko, 1999). 
 
Nekateri avtorji opisujejo piro kot žito z dobrimi prehranskimi lastnostmi, saj naj bi vsebovala 
različne snovi, ki so pomembne za človeško prehrano (ogljikove hidrate, beljakovine, lipide, 
vlaknino, antioksidante, vitamine in minerale (Bojňanská in Frančáková, 2002; Muñoz-Insa in 
sod., 2013). Posebno pomembna naj bi bila večja vsebnost beljakovin v primerjavi z 
različnimi vrstami pšenice in mineralov (Gomez-Becerra in sod., 2010, Frakolaki in sod., 
2018). Poleg tega so dobre tudi senzorične lastnosti različnih izdelkov iz pire, saj imajo 
značilno intenzivno aromo in lahko tudi podaljšano svežino. 
 
Najbolj zastopane prehranske molekule v piri in pšenici so ogljikovi hidrati. Z vidika prehrane 
so najpomembnejši vir energije (Gabrijelčič Blenkuš in sod., 2005). Škrob je najpomembnejši 
ogljikov hidrat in predstavlja 61–68 % zrna. Sestavljen je iz amiloze in amilopektina (Abdel-
Aal in Hucl, 2005). Pira je tudi bogata s prehranskimi vlakninami (Abdel-Aal in sod., 1995; 
Bonafaccia in sod., 2000; Escarnot in sod., 2010). Velik vnos prehranskih vlaknin znižuje 
nivo holesterola in glukoze v krvi, kar zmanjša tveganje za srčno-žilne bolezni in preprečujejo 
razvoj sladkorne bolezni tipa 2. Obenem pospešuje prebavo, zmanjša tveganje za hemoroide 
in črevesnega raka. Vlaknine pomagajo nadzorovati telesno težo, saj dajejo občutek sitosti 
(Gray, 2006). 
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Med piro in navadno pšenico ni velikih razlik glede aminokislinske sestave, vendar obstajajo 
študije o večji vsebnosti nekaterih aminokislin v piri kot v pšenici (Dvoracek in sod., 2002). 
Lipidi predstavljajo le okrog 3 % zrna. Nahajajo se v kalčku (28,5 %), alevronski plasti (8 %) 
in endospermu (1,5 %). (Delcour in Hoseney, 2010). Po podatkih Marinčeve (2015) pira 
vsebuje večji delež maščob kot pšenica. 
 
Minerali se v žitnih zrnih nahajajo predvsem v alevronski plasti oz. v zunanjih plasteh zrna in 
kalčku. V pšenici prevladujejo kalij, magnezij, fosfor, žveplo in selen oz. njihovi fosfati ali 
sulfati. V manjših koncentracijah so prisotni še kalcij, klor, silicij, železo (Požrl, 2009). 
Podobno mineralno sestavo kot pšenica ima tudi pira (Kocjan Ačko, 1999). 
 
S tehnološkega vidika pa so pecilne lastnosti pirine moke slabše od pšenične moke, saj ima 
kruh iz pirine moke manjši volumen in slabšo teksturo sredice (Bojňanská in Frančáková, 
2002, Frakolaki in sod., 2018). Slabše tehnološke lastnosti pirine oz. šibkejšo strukturo 
glutena v primerjavi s pšenično moko moke se pokažejo že pri zamesu, kar je potrjeno tudi za 
različnimi reološkimi analizami (Rodríguez-Quijano in sod., 2019).  
 
Pri kaljenju pire nastanejo fenolne spojine, ki lahko delujejo antioksidativno. Kaljenje semen 
pire v časovnemu okvirju sedmih dni je znatno pripomoglo k povišanju fenolnih snovi, v 
primerjavi z nekaljenimi in namočenimi semeni, kar lahko pripomore k povišanju hranilne 
vrednosti semen (Cevallos-Casals in Cisneros-Zevallos, 2010). 
 
2.4 PROIZVODNJA SLADA  
 
Namakanje žit v vodi z namenom kaljenja in proizvodnje sladu je starodavna tehnika, ki 
aktivira encime v žitu ter na ta način omogoči intenzivne fiziološke in biokemijske 
spremembe v žitu. Medtem, ko se slad primarno uporablja v izdelavi piva in viskija, kaljena 
žita uporabljajo predvsem v pekarski industriji kot dodatek kruhu in pekarskim izdelkom in 
drugod. Namakanje žit in ostalih zrn (oljnic, stročnic) pa izvajamo tudi z namenom 
spremembe prehranskih lastnostih kot so prebavljivost in vsebnost različnih sekundarnih 
metabolitov in priprave različnih novih, funkcionalnih izdelkov (Poutanen, 2020) 
 
Slad je primarna surovina in poglaviten vir škroba pri proizvodnji piva. Večina pivovarskega 
slada je že tradicionalno pripravljenega iz ječmena, vendar postajajo v zadnjih letih popularne 
tudi druge vrste sladu iz riža, koruze in sirka in drugih vrst žit oz. psevdožit. Med njih spada 
tudi pira, ki ima podobne lastnosti slajenja kot ječmen (Muñoz-Insa in sod., 2013). Pred 
proizvodnjo slada je pomembno skladiščenje žita, ki ga je potrebno očistiti. Čiščenju sledi 
namakanje ter kaljenje namočenega žita, sam proces slajenja pa se zaključi s sušenjem in 
poliranjem ter skladiščenjem oz. odpremo slada (Kreisz, 2009).  
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2.4.1 Namakanje  
 
Kaljenje je proces, ki je odvisen od privzema vode, ta pa je posledica nizkega vodnega 
potenciala semena. Privzem vode iz okolja povzroči, da se seme razširi oz. nabrekne, 
posledično poči ovoj, povečana vsebnost vode pa sproži metabolne spremembe v kalčku, ki 
omogočajo začetek rasti (Nonogaki in sod.; 2010, Urry in sod., 2017).  
 
Intenziteta privzema vode je odvisna od časa namakanja, temperature namakanja in mnogih 
fizioloških lastnosti semena (Kunze, 2014; Poutanen, 2020). Privzem vode pri ječmenu 
poteka najhitreje pri kalčku zrna, voda potuje proti notranjosti; v prvi fazi proces poteka 
relativno hitro, kasneje pa se upočasni. S privzemom vode se poveča intenziteta celičnega 
dihanja semena, zato se poveča tudi potreba po kisiku. Če med namakanjem pride do 
pomanjkanja kisika, se celoten proces kaljenja lahko tudi ustavi (Kunze, 2014). 
 
Za dobro kaljenje je potrebno povečati vsebnost vode v zrnih na približno 45 %, proces 
kaljenja pa se začne že pri 30 % vsebnosti vode (Kreisz, 2009). Poznamo več različnih 
načinov namakanja, v sladarski industriji pa je različnim načinom namakanja in kaljenja 
namenjena tudi specifična oprema. Osnovni princip namakanja vključuje potapljanje v vodo, 
kateremu sledi počitek na zraku. Novejša metoda vključuje kontinuirno škropljenje, saj s tem 
zagotavlja konstantno dobavo vode in obenem se tako poskrbi za dobro areacijo semena 
(Kunze, 2014). Čas namakanja je odvisen od mnogih parametrov. Sama faza potapljanja 
lahko traja od 4-6 ur, preden sledi počitek na zraku. Na hitrejši sprejem vode vplivajo tudi 
manjša teža in velikost oz. površina semena in višja temperatura vode. Različne faze se za 
namen uspešnosti kaljenja lahko ponovijo, dokler ne dosežemo ustrezne vsebnosti vode 
(Kreisz, 2009). 
 
2.4.2 Kaljenje 
 
Namakanju sledi faza kaljenja namočenih žitnih zrn. Namakanje in kaljenje sta procesa, ki se 
v mnogo pogledih prekrivata, saj privzem vode pomeni tudi začetek procesa kaljenja (Kunze, 
2014). 
 
Po hidraciji sledi začetek razgradnje rezervnih snovi v endospermu ali kotiledonu, ki jo vodijo 
encimi. Hranila tako dostopajo do con rasti embrija. Prvi organ, ki zraste iz semena je 
koreninica, sledi mu kalček, ki se mora v naravi prebiti skozi prst (Urry in sod., 2017). Na 
začetku se v endospermu semena nahajajo stabilne oblike škorba, ki se med procesom 
kaljenja razgradijo na manjše molekule, te pa so primerne za transport s pomočjo vode. 
Najbolj pomembni procesi, ki se dogajajo so: proces rasti, tvorba encimov in metabolne 
spremembe. Med kaljenjem tako poteka več tehnološko pomembnih transformacij žitnih zrn 
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kot so intenzivna razgradnja različnih polimernih snovi (neškrobni polisaharidi, 
beljakovine…), delna razgradnja škroba in akumulacija različnih encimov (Kunze, 2014).  
 
Tehnološki proces proizvodnje kaljenih žit poteka pri definiranih pogojih (temperatura, 
relativna vlaga, prisotnost kisika). Po določenem času namakanja (vsebnost vode v semenih 
za optimalno kaljenje mora biti okrog 40 - 45 %) se začne kaljenje semena, ki se pokaže v 
nastanku koreninic (Kreisz, 2009). Čas kaljenja je odvisen od mnogih parametrov (vrste žit, 
sistema kaljenja, pogojev kaljenja) in poteka pri temperaturi 15 – 20 °C nekaj dni (5-10 dni). 
Če v procesu slajenja začne zmanjkovati kisika, je kakovost končnega produkta lahko zelo 
neizenačena. Pri kaljenju nastajata tudi stranska produkta CO2 in toplota (Kunze, 2014). Za 
optimizacijo kaljenja je zaželjeno, da se s pomočjo prezračevanja stranska produkta tudi 
odstranjuje (Kreisz, 2009). 
 
Dober indikator intenzitete kaljenja je rast in izgled koreninic in kalčka, kar je pomemben del 
ocene stopnje kaljenja pri izdelavi slada. Rast in razvoj koreninic je močno pogojen s 
temperaturo kaljenja. Pri daljšem namakanju in višjih temperaturah dobimo večje koreninice, 
ki na splošno pri izdelavi slada niso zaželjene, saj predstavljajo izgubo. Sočasno z rastjo 
koreninice poteka tudi razvoj kalčka. Pri izdelavi slada tudi pretiran razvoj kalčka ni zaželjen 
pojav; načeloma naj bi zrasel do 3/4 dolžine semena. Sprememba v dolžini klačka je povezana 
z napredovanjem metabolnih sprememb znotraj semena in je pokazatelj le-teh (Kunze, 2014). 
 
S privzemom vode pa se v notranjosti semena začnejo dogajati mnoge biokemijske 
spremembe, kot so nastanek α-amilaz in sproščanje β-amilaz in nastanek citolitičnih encimov 
in lipaz. Med citolitične encime štejemo endo-β-glukanaze, ekso-β-glukanaze, β-glukan-
solubilaze in eksoksilanaze. Med lipolitične encime štejemo lipaze in lipooksigenaze. 
Proteolitični encimi razgrajujejo proteine, imenujemo jih tudi proteinaze. Med amilolitične 
encime štejemo encime, ki razgrajujejo škrob (α-amilaze, β-amilaze in dekstrinaze) (Kunze, 
2014). 
 
Encimi katalizirajo razgradnjo prisotnih makromolekul (škroba, proteinov in maščob) na 
manjše molekule. Med kaljenjem nastali encimi sodelujejo tudi pri transportu hranil, 
namenjenih za novo nastali kalček. Sprememba se začne pri regiji epitelija (slika 1), kjer 
povečana prisotnost giberelinske kisline povzroči nastanek encimov. Podoben proces 
indukcije encimov poteka tudi v alevronski plasti, od koder encimi prodirajo proti notranjosti 
zrna. Pri tem nastajajo različni razgradni produkti endosperma, ki skupaj z mikrohranili, kot 
so fosfati, različni minerali in drugi igrajo pomembno vlogo pri rasti in razvoju kalčka 
(Kreisz, 2009). Poleg encimov pa pri kaljenju sodelujejo tudi rastlinski hormoni kot so 
giberelini, ki spodbudijo proces kaljenja in sodelujejo pri različnih razvojnih procesih cele 
rastline, pomembni pa so tudi citokinini in abscizinska kislina (Tuan in sod., 2019). 
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Slika 1: Shematski prikaz dogajanja v žitnem zrnu med kaljenjem (Kreisz, 2009). 
2.4.3 Sušenje 
 
Po zaključenem kaljenju tako imenovani zeleni slad prenesejo v prostore za sušenje, kjer se 
kaljena zrna posušijo, pri tem pa se ustavi proces kaljenja. Temperatura sušenja je odvisna 
predvsem od parametrov kakovosti končnega izdelka oz. vrst slada (svetli slad sušijo pri 
temperaturah do 80 °C, druge vrste slada pa pri višjih temperaturah). Sušenje poteka s 
pomočjo pretoka toplega zraka, ki tako zniža vsebnost vode na manj kot 5 %. Postopek 
sušenja pa je močno reguliran s strani sladarne, saj se akumulirani encimi ne smejo 
poškodovati. Dvig temperature tudi ustavi proces kaljenja. Nato sledi odstranjevanje 
koreninic, hlajenje in nadaljnje skladiščenje slada. Tako pripravljen slad se po izgledu 
bistveno ne razlikuje od ječmena, iz katerega je nastal, kar pa ne velja za njegovo notranjost. 
Najpomembnejša lastnost slada je velika encimska aktivnost, ki je pomembna za nadaljnjo 
razgradnjo predvsem škroba na fermentabilne sladkorje, saj skupaj z vodo in ostalimi 
razgradnimi produkti makromolekul, ki nastajajo med drozganjem, tvorijo sladico. Poleg 
encimske aktivnosti je za slad značilnih še mnogo drugih razlik v primerjavi z nezaslajenim 
ječmenom (majhna vsebnost vode, krhka struktura, spremenjena kemijska sestava in drugo) 
(Kunze, 2014). 
 
Pravilna kombinacija tehnoloških parametrov (temperatura, vsebnost vode, čas kaljenja, 
uporaba rastlinskih hormonov, izbor sort ječmena in drugo) skozi celoten proces omogoča 
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pripravo slada z ustreznimi tehnološkimi lastnostmi ob minimalni izgubi hranilnih snovi 
zaradi kaljenja (Kreisz, 2009).  
 
2.5 POMEN PLESNI ZA VARNOST IN KAKOVOST ŽITA 
 
Žita že med samo rastjo naseljujejo mnoge bakterije, kvasovke in filamentnozne glive. 
Njihovo število se lahko še poveča med ževijo, sušenjem in shranjevanjem (Magan in Aldred, 
2006). Nivo in vrsta okužbe je odvisna od klimatskih razmer med zorenjem in spravilom žita, 
na razvoj plesni pa vpliva predvsem količina padavin, geografska regija in temperatura 
(Magan in Aldred, 2006; Duarte in sod. 2010). Hladnejše podnebje, značilno za severno 
Evropo in Kanado, ki se zaradi klimatskih sprememb pojavlja tudi v Italiji, Španiji, Franciji in 
na Portugalskem, je ugodno za rast plesni rodu Penicillium, medtem ko plesni rodu 
Aspergillus dobro uspevajo v toplejših subtropskih in tropskih razmerah (Duarte in sod., 
2010). 
 
Mokra obdobja med samim zorenjem žita lahko pripeljejo do znatnega povečanja v številu 
okužb z plesnimi rodu Fusarium. Te povzročijo ožig, zmanjšujejo obseg in kakovost pridelka, 
lahko privedejo tudi do kontaminacij s trihoteceni. Plesni lahko vstopijo tudi v procesno 
verigo pekovskih izdelkov. Učinkovito sušenje žita je ključnega pomena za preprečevanje 
rasti plesni vrste Penicillum verrucosum, ki lahko proizvaja kancerogeni mikotoksin - 
ohratoksin A (OTA). Nepravilno ravnanje s pridelkom po žetvi lahko privede hitrega 
poslabšanja kakovosti žita, zmanjšanja vsebnosti suhe snovi, hranilne vrednosti in kaljivosti. 
Okužba s plesnimi vpliva tudi na sestavo ogljikovih hidratov in žitnih proteinov, ki imajo 
pomembno vlogo v ohranjanju kakovosti žita in pekovskih izdelkov. Poleg tega lahko žita, ki 
so namenjena za prehrano ali krmo kontaminirajo tudi številne druge vrste plesni, ki lahko 
tvorijo mikotoksine, kot so aflatoksini, ohratoksini, deoksinvalenol in fumonizini (Magan in 
Aldred, 2006). Če želimo požeta žita skladiščiti krajše obdobje na kmetiji, ali pa za 
dolgotrajno skladiščiti v silosih, morajo biti predhodno primerno posušena (Magan in Aldred, 
2006). 
 
Po nekaterih raziskavah (Wawrzyniak in sod., 2018) je proces pravilnega skladiščenja do 
nadaljnje obdelave žit najboljši način za zmanjševanje okužb s plesnimi. Žito posušimo do 
vsebnosti vode, ki mora biti pod 14-14,5 % (0,70 aw). V takem primeru naj bi se rast in razvoj 
plesni na žitu med skladiščenjem ustavila. Pri obvladovanju kakovosti in varnosti žit je zelo 
pomembno vključevanje dobre agronomske prakse (DAP) pred žetvijo in učinkovita 
identifikacija in nadzor KKT v sistemu HACCP med žetvijo, obdelavo in skladiščenjem žita 
(Magan in Aldred, 2006).  
 
Plesni rodu Penicillium so ene izmed najbolj pogostih vrst plesni. Prisotne so v celotni verigi 
transporta in skladiščenja predvsem rastlinskih surovin. Lahko jih najdemo na žitih, sadju in 
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zelenjavi. Nekatere vrste proizvajajo mikotoksine, kot so ohratoksini in patulin (Park in sod., 
2012).  
 
Plesni vrste Penicillium griseofulvum rastejo na gojiščih CYA in MEA kot sivo zelene 
kolonije. Imajo kratke fialide in močno razvejane konidiofore ter značilne enocelične 
konidije. Pojavljajo se na pšenici, koruzi, ječmenu, arašidih, pistacijah, grahu in fižolu, mesu 
in zamrznjenemu pecivu (Pitt in Hocking, 2009). Za svojo rast potrebujejo glukozo, za 
optimalno rast pa so potrebni tudi nitrati in fosfati (Fletcher in Morton, 1970). Plesni vrste 
Penicillium griseofulvum lahko proizvajajo mikotoksin - ciklopiazonsko kislino (Delgado in 
sod., 2019). 
 
2.6 UKREPI ZA ZMANJŠEVANJE POPULACIJE PLESNI PRI KALJENJU ŽITA 
 
Kaljenje oz. slajenje žita predstavlja optimalne razmere za rast bakterij plesni (Medina in sod, 
2006, (Fleurat-Lessard, 2017; Hong in sod., 2019). Populacija mikroorganizmov se skozi 
proces slajenja spreminja (Li in sod., 2018). Med procesom kaljenja povečamo vsebnost vode 
v žitih (Kunze, 2014), kar predstavlja pomemben dejavnik za kalitev in tudi za rast plesni 
(Fleurat-Lessard, 2017).  
 
Podnebne razmere med rastjo, zlasti med cvetenjem, imajo velik vpliv na vsebnost plesni. 
Dobre kmetijske prakse, pri katerih so dejavniki tveganja zmanjšani na najnižjo možno raven, 
do neke stopnje preprečijo onesnaženost žita s plesnimi (Uredba komisije (ES) št.1881/2006, 
2006). Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano v Smernicah za mikrobiološko 
varnost živil navaja, da je največja dovoljena vsebnost plesni in kvasovk 10
4
-10
5 
CFU/g v 2 
od 5 paralelk žita (NLZOH, 2019). Najbolj učinkovit ukrep za preprečevanje rasti plesni in 
tvorbe mikotoksinov je izogibanje oziroma zavračanje žit s plesnijo. Vendar pa lahko stroški 
zavračanja žit zaradi plesni ter stroški preiskav plesni in mikotoksinov pomenijo veliko 
izgubo za pridelovalce žit. Zato je ključnega pomena, da poteka razvoj tehnologij, ki 
omogočajo varno uporabo žit za prehranske namene (Wolf-Hall, 2007). 
 
Te tehnologije se delijo na tri kategorije: odstranjevanje žitnih zrn, okuženih s plesnijo; 
obdelava žitnih zrn z namenom zmanjšanja mikotoksinov in obdelava žitnih zrn z namenom 
preprečevanja rasti plesni na žitu (Fleurat-Lessard, 2017; Hong in sod., 2019). Namesto 
detoksifikacije kaljenih žit je bolj praktičen način, da se že prepreči rast in razvoj plesni z 
različnimi metodami (Fleurat-Lessard, 2017). 
 
V primeru ječmena se okužba s plesnijo in vsebnost deoksinvalenola (DON) učinkovito 
zmanjša z odstranjevanjem okuženih zrn. Taka zrna so manjša in zgubana v primerjavi z 
zdravimi zrni. Odstranjuje se jih s pomočjo vibracijskih sit, ki delujejo na principu ločevanja z 
gravitacijo. Število plesni in koncentracija DON je največja na plevi ječmena, medtem ko 
pleva ni prisotna na pšenici. Odstranjevanje pleve je z namenom kaljenja nepraktično, ker se 
pri temu poškoduje seme in tako zmanjša stopnjo kaljenih semen (Wolf-Hall, 2007). 
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Vzorci slada, ki so jih proučevali Medina in sod. (2006) so vsebovali plesni rodov Alternaria 
v 93 % vzorcev, Aspergillus v 82,3 % vzorcev, Penicillium 57,8 % vzorcev in Fusarium 27,8 
% vzorcev slada.  
 
Obdelava žit z namenom zmanjševanja mikotoksinov vključujejo kemično obdelavo z 
natrijevim bisulfitom, klorom, ozonom in amonijakom. Te tehnologije so pokazale 
zmanjšanje koncentracij DON, čeprav lahko agresivna obdelava negativno vpliva na kakovost 
žit. Obenem se lahko pojavijo ostanki teh spojin v žitu. Metode za preprečevanje, oziroma 
inhibicijo rasti plesni na žitu vključujejo fizikalne, kemijske in biološke ukrepe (Wolf-Hall, 
2007). 
 
Na področju fizikalnih metod je raziskana pasterizacija žita in obdelava žita s toplo vodo 
(Kottapalli in Wolf-Hall, 2008). Čiščenje in krtačenje zrn ter razpihovanje poškodovanih zrn 
zmanjšuje možnosti nadaljnje kontaminacije s plesnimi. Luščenje pleve, kjer se nahaja velik 
del plesni, mikotoksinov in bakterij, predstavlja odstranitev le-teh. Metoda obsevanja žit je 
zelo obetavna v smislu zaustavitve rasti plesni med kaljenjem, vendar je stopnja preživelosti 
plesni in ponovne sposobnosti za rast še neraziskana (Fleurat-Lessard, 2017). 
 
Kemijske metode, ki so pokazale značilen uspeh pri zaviranju rasti plesni, vključujejo 
obdelavo z ozonom, formaldehidom, hipokloritom in živosrebrovim kloridom (Hong in sod., 
2019), vendar se pri uporabi kemikalij poraja vprašanje o sprejemljivosti le-teh metod in 
možnosti potencialno nevarnih ostankov v žitu. Uporaba fungicidov na polju je sicer 
efektivna metoda zatiranja rasti plesni, vendar je lahko draga. Za efektivno metodo se je 
izkazal natrijev hipoklorit, ki je uspešno preprečil rast plesni Fusarium na ječmenu, zmanjšal 
vsebnost toksinov v ječmenu in vplival na želene kompetitivne mikroorganizme (Kottapalli in 
sod., 2005). Tretiranje žita z ozonom, ki po obdelavi ne pušča nobenih ostankov, je zelo 
obetavna metoda (Wolf-Hall, 2007). 
 
2.7.1 Obdelava žita s toplo vodo 
 
V raziskavi so Kottapalli in Wolf-Hall (2008) proučevali vpliv tople vode na varnost in 
kakovost ječmena, kontaminiranega s plesnimi rodu Fusarium. Ječmen so pred kalitvijo 0, 1, 
5, 12 in 20 minut tretirali s toplo vodo pri 45 in 50 °C. To tretiranje žita je značilno vplivalo 
(p > 0,05) na zmanjšanje števila plesni rodu Fusarium; po 1 minuti tretiranja vzorca s toplo 
vodo pri 45 °C se je število plesni zmanjšalo za 41- 66 %, pri 50 °C pa za 51- 69 %. Po 20 
minutnem tretiranju se je število plesni pri 45 °C zmanjšalo za 65 - 92 % in pri 50 °C za 71-
98 %. Podobne rezultate so opazili tudi pri tretiranju koruze. Vpliv tretiranja zrn s toplo vodo 
na samo kaljivost zrn ni imel statistično pomembnega učinka pri 45 °C (p > 0,05), medtem ko 
so se vzorci, ki so bili tretirani pri 50 °C več kot 12 min imeli manjšo kalitveno energijo oz. 
kaljivost (9 -76 %).  
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Weiss in Hammes (2005) so raziskali vpliv tretmajev s toplo vodo na različna zrna. Zrna 
lucerne, radiča in zelenega mungo fižola so kontaminirali z 10
7 
CFU/g bakterij vrst E. coli in 
Salmonella spp. Toplotna obdelava (2-20 minut) pri 55 - 80 °C pri mungo fižolu je zmanjšala 
število bakterij do 5 log CFU/g. Zmanjšanje nad 5 log CFU/g so opazili pri zrnih radiča in 
lucerne pri 8 minutnem tretiranju pri 55, 58, 60 in 62 °C. Obenem so po obdelavi s toplo vodo 
ohranili dobro kalitveno energijo (do 95 %). 
 
Tretiranje s toplo vodo uporabljajo tudi pri drugih živilih, kot so različni oreščki. V raziskavi, 
kjer so Kharel in sod. (2018) raziskovali vpliv tople vode na inaktivacijo bakterij vrst E. coli, 
Salmonella enteritica, Listeria monocytogenes in Enterococcus faecium, so dosegli znižanje 
njihovega števila do 5 log CFU/g. Temperatura je bila zelo visoka (70, 80 in 90 °C), čas 
tretmaja 1-5 minut, vendar je potrebno omeniti, da v raziskavi avtorji niso opravljali kaljenja. 
Raziskavo so opravljali na ameriškem orehu (pekan) (Kharel in sod., 2018). 
 
Toplo vodo uporabljajo tudi pri obdelavi sadja. Kot metoda zmanjševanja števila 
mikroorganizmov na površini sadja je priljubljena tudi pri pripravi sadnih solat. V raziskavi, 
kjer so opazovali zmanjšanje mikrobne populacije na rezanih jabolkih, so ugotovili, da 0,5 do 
2 minutno tretiranje s toplo vodo (55 °C) zmanjša število mikroorganizmov za 2-3 log CFU/g 
na površini jabolka, obenem pa pri taki temperaturi ne pride do porjavenja sadeža (Kabelitz in 
Hassenberg, 2018). Podobne ugotovitve so opisali pri zmanjševanju števila plesni na površini 
hrušk po tretiranju s toplo vodo (46 °C) (Zhang in sod., 2008). 
 
Tretiranje z višjimi temperaturami in vodo se uporablja tudi v drugih panogah. Opisan primer 
različnih tretiranj sena s toplo vodo in paro se je pokazal kot učinkovita strategija za 
zmanjševanje kontaminacije sena s plesnijo. V poskusu so testirali različne temperature in 
čase tretiranja (50 °C, 90 minut, 80 °C, 10, 20 in 30 minut in 100 °C, 5, 10 in 20 minut). 
Vzorce sena so nato hranili pri sobni temperaturi za 24 ur. Rezultati te raziskave so pokazali, 
da vsa tretiranja uspešno zmanjšajo število kvasovk in plesni. Tretiranje s 100 °C za 10 minut 
pa je pokazalo tudi zmanjšanje števila bakterij rodu Bacillus (Humer in sod., 2019).  
 
2.7.2 Obdelava žita z natrijevim hipokloritom 
 
Natrijev hipoklorit je pogosto uporabljeno razkužilo, največkrat se nahaja v obliki belila. V 
živilski industriji se pogosto uporablja v kombinaciji s sevanjem in drugimi razkužili (Ersoy 
in sod., 2019). Priporočena koncentracija je 1-2 % , živila se potaplja za 1-2 minuti (Andrews, 
1996). Rezultati 2 minutnega tretiranja ječmena z 0,8 % NaOCl, ob začetni kontaminaciji s 
plesnimi vrst A. flavus ali A. parasiticus 10
4
 konidijev/gram so pokazali, da se kontaminacija 
zmanjša za 20 % (Andrews, 1996).  
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2.7.3 Obdelava žita z vodikovim peroksidom 
 
Vodikov peroksid je močan oksidant, ki ima vsestransko uporabo v medicini, agronomiji in 
živilski industriji, ker se uporablja kot belilno sredstvo npr. v moki, jedilnemu olju, beljaku. 
Uporablja se lahko tudi kot protimikrobno sredstvo za različna živila in embalaže, ki so v 
stiku z živili. Tako vodikov peroksid lahko podaljša življenjsko dobo živilskega izdelka in ob 
tem minimalno vpliva na njegove senzorične lastnosti (Swieca, 2015). Vodikov peroksid je 
splošno priznan kot varen (ang. Generally Recognised as Safe, GRAS) oziroma primeren za 
uporabo v živilski industriji. Močan protimikrobni učinek je posledica poškodb, ki jih 
povzroči na lipidih, beljakovinah in DNA v mikrobnih celicah (Hong in sod., 2019). 
 
Hong in sod. (2019) so 10 minut tretirali zrna lucerne z 2 % vodikovim peroksidom. Rezultati 
so pokazali, da tretiranje in sušenje zrn povzroči znižanje števila bakterij rodu Salmonella za 
3,13 log CFU/g, v primerjavi s kontrolo, v kateri zrn niso tretirali z vodikovim peroksidom. 
Obenem pa v njihovi raziskavi tudi najbolj rigorozno tretiranje s kombinacijo 2 % vodikovega 
peroksida in sušenja pri 70 in 73 °C ni vplivalo na kaljivost zrna lucerne. Vendar so avtorji 
komentirali, da zaradi narave vodikovega peroksida, ki lahko hitro razpade na vodo in 
ogljikov dioksid, niso imeli najboljše kontrole nad poskusom in zato predlagajo nadaljnje 
raziskave v prihodnosti. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Magistrsko delo je bilo opravljeno na Katedri za tehnologije rastlinskih živil in vino ter na 
Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil, Oddelka za živilstvo na Biotehniški 
fakulteti v Ljubljani.  
 
Delo je potekalo v dveh sklopih. V tehnološkem delu smo se ukvarjali s tretiranjem in 
kaljenjem vzorcev pire. Mikrobiološki del je obsegal mikrobiološke raziskave, ki so 
vključevale pripravo vzorcev na kontaminacijo in spremljanje populacije plesni. V prvem 
delu mikrobiološkega sklopa eksperimentov smo kvantificirali plesni v vzorcih pire, in 
določili naravno prisotne plesni, v drugem delu smo spremljali populacijo plesni vrste P. 
griseofulvum v umetno kontaminiranih vzorcih pire. 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Mikrobiološka gojišča 
 
V raziskavi smo uporabili komercialna gojišča DRBC, OGYE in MEA (preglednica 1), ki 
smo jih pripravili v skladu z navodili proizvajalcev. 
 
Preglednica 1: Mikrobiološka gojišča 
 
Gojišče 
Gojišče z barviloma dikloran rdeče in bengal ter kloramfenikolom (DRBC, ang. Dichloran Rose Bengal 
Chloramphenicol Agar, Oxid LTD, CMO727, Hampshire, Anglija) 
Gojišče z glukozo, kvasnim ekstraktom in oksitetracilinom (OGYE, ang. Oxytetracycline Glucose Extract 
Agar, Biolife CL0303, Milano, Italija) 
 Sladni agar (MEA, ang. Malt Extract Agar, Sigma-Aldrich BCB57566V, Nemčija) 
 
Suspenzija za precepljanje plesni (SSS, ang. Spore suspension solution): Za 1 liter suspenzije 
smo uporabili: 0,5 g Tween 80 (Merck Schuchardt OHG; 8.221870500; Nemčija); 2 g agarja 
(Sigma-Aldrich, 05040/9002-18-0, Nemčija) in 1000 ml dH2O. Suspenzijo smo nato 20 min 
avtoklavirali pri 121 °C. Suspenzijo SSS smo aseptično razdelili v 1,5-ml centrifugirke po 
približno 0,5 ml in hranili pri 4 
o
C. 
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3.1.2 Kemikalije 
 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili kemikalije navedene v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Kemikalije 
Kemikalija Oznaka in proizvajalec 
30 % raztopina vodikovega peroksida (H2O2) Belinka perkemija d.o.o; 177885, Ljubljana Črnuče, 
Slovenija 
Raztopina natrijevega hipoklorita, približno 10 % 
(NaOCl) 
GRAM-MOL d.o.o P171003, Zagreb, Hrvaška 
Kloramfenikol Sigma-Aldrich AB6825000, Nemčija 
Oksitetraciklin Biolife REF 4240000, Milano; Italija 
Natrijev hipoklorit (43 g /l pri polnjenju.) Šampionka, d.o.o, Renče, Slovenija 
Kalijev permanganat (KMnO4) Alkaloid Skopje, 5802; Makedonija 
Natrijev oksalat (Na2C2O4) Sigma-Aldrich 329763542, Nemčija 
Žveplova kislina (H2SO4) Sigma-Aldrich 24860672, Nemčija 
Kalijev jodat (KIO3) Kemika; 710077, Jugoslavija 
Kalijev jodid (KI) Sigma-Aldrich 24898376 LOT#SZBF1470V, Nemčija 
Klorovodikova kislina (HCl) Carlo Erba Reagent SpA V3N458023N 
Natrijev tiosulfat (Na2S2O3) Kefo d.o.o; 5246.1000, Slovenija 
Natrijev klorid (NaCl) Merck, KGaA; 1.06404.1000; Danska 
Tween 80 Merck Schuchardt OHG; 8.221870500; Nemčija 
Destilirana voda Milipore RiOs 5 
 
3.1.3 Naprave in laboratorijska oprema 
 
V poskusu smo uporabili laboratorijsko opremo in naprave, navedene v preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Naprave in laboratorijska oprema 
Naprave in laboratorijska oprema Oznaka in proizvajalec 
Avtoklav Sutjeska, serija 1-61-17, Srbija 
Avtoklav Sutjeska, tip 500 × 700, Srbija 
Naprava za proizvodnjo destilirane vode Milipore RiOs 5 
Digestorij tip 382 
Brezprašna komora Iskra Pio d.o.o 
Inkubator Sutjeska; 1.61.035; Beograd 
Hladilna omara Lae (Semlab d.o.o) 
Sušilnik Termoproc Sob 5250.135 PID 
Indukcijska grelna plošča Biva HP 705; LOT 06.2016; Redline d.o.o 
Slovenija 
 
…se nadaljuje 
 
Fink B. Vpliv različnih obdelav pire (Triticum spelta) pred kaljenjem na zmanjšanje populacije plesni. 15 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020                    
 
 
Nadaljevanje preglednice 4: Naprave in laboratorijska oprema 
Naprave in laboratorijska oprema Oznaka in proizvajalec 
Vodna kopel Kambic WB-30; Semič, Slovenija 
Mikroskop Olympus CH20, Japonska 
Pipete in nastavki za pipete Eppendorf Research; Gilson 
Plastične petrijevke Golias Labortehnika, Slovenija 
Digitalna bireta Bürette Digital; Easy Calibration Brand, Nemčija 
Tehtnica Mettler Toledo PB 1502-S; Švica 
Tehtnica Mettler Toledo AB204-S; Švica 
Tehtnica Kern EMB i2000-I 
Gnetilnik Seward, Stomacher 400, tip BA 7021, 
Anglija 
Vrečke za gnetilnik Golias Labortehnika, Slovenija 
Vibracijska plošča Tehtnica Železniki; EV-403 
Filtrirni papir Srtorius Stedim Biotech GmbH D-37070, Nemčija 
Komora za kaljenje Ni podatka 
 
Ostala laboratorijska oprema: Steklene epruvete (10 ml), pokrovčki za epruvete, stojala za 
epruvete, steklene erlenmajerice (500 ml), zamaški za erlenmajerice, steklene čaše, cedilo, 
kuhalna posoda, avtoklavirni trak, steklena palčka za razmaz kulture, merilni valji, krovna in 
objektna stekla, Bürker-Türkova števna komora, plastične kapalke (3 ml), žličke, plastične 
posodice, gorilnik, zaščitna oprema: zaščitne rokavice iz lateksa, zaščitna očala, laboratorijska 
halja, flomaster, pinceta, ravnilo z milimetrsko skalo. 
 
3.1.4. Fiziološka raztopina 
 
Fiziološko raztopino smo pripravili tako, da smo raztopili 9 g NaCl v 1 l destilirane vode. 
Fiziološki raztopini smo dodali tudi 0,5 ml Tween 80 za dispergiranje konidijev plesni. Tako 
pripravljeno fiziološko raztopino smo razdelili v epruvete po 9 ml, jih zaprli z kovinskim 
zamaškom, postavili v kovinsko košaro, zavili s aluminijasto folijo in sterilizirali (121 °C, 15 
minut). Po enakem postopku smo naredili tudi fiziološko raztopino s Tween 80, ki smo jo 
uporabili pri homogenizaciji vzorcev pire le, da jo nismo alikvotirali. 
 
3.1.5 Kulture plesni vrste Penicillium griseofulvum 
 
Čisto kulturo plesni smo izolirali iz vzorca pire na gojišču DRBC. Plesen smo identificirali do 
nivoja rodu kot plesni rodu Penicillium, z analizo sekvenc 28S rRNA (Omega d.o.o. 
Ljubljana) smo identificirali plesen vrste Penicillium griseofulvum. Plesni smo vzdrževali na 
gojišču MEA (28 
o
C, 10 dni), na katerega smo jih tedensko precepljali. 
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3.1.6 Vzorci pire 
 
V poskusih smo uporabili luščeno piro (Triticum spelta L.) (slika 2) sorte Ostro, ki so nam jo 
podarili pri mlinarstvu Rangus iz Dolenjih Vrhpolj pri Šenjterneju. Piro smo skladiščili v 
hladilnici pri 2 °C. Zrna pire, ki smo jih uporabili za kaljenje, smo predhodno pregledali in 
odstranili poškodovana zrna in nečistoče. Zrna pire smo najprej namakali 8 ur, pri tem smo jih 
vsakih 45 minut prezračevali  za 15 minut, ter menjali vodovodno vodo, ki je imela 20 °C. Po 
8 urah smo vodo odlili in pustili zrna počivati 16 ur v kalilni komori pri temperaturi 20 °C. Po 
24 urah so bila zrna pripravljena na tretiranje. Po tretiranju smo zrna pire prenesli v petrijevke 
s filtrnim papirjem. V petrijevko smo s pomočjo pincete prenesli po 100 zrn tretirane pire. 
Tako pripravljeno piro smo oblili s 2 ml (pri namočenih semenih) ali s 4 ml (pri nenamočenih 
zrnih) vodovodne vode. 
 
 
 
Slika 2: Primer vzorca pire, uporabljenega v eksperimentalnem delu 
 
3.2 METODE 
 
 
Eksperimentalno delo smo izvedli v dveh fazah: v prvi fazi z naravno kontaminirano piro, v 
drugi pa z umetno kontaminirano piro (slika 3). Najprej smo na naravno kontaminiranih 
vzorcih pire ovrednotili obseg kontaminacije s plesnimi in vpliv nekaterih parametrov 
poskusa (čas homogenizacije, čas inkubacije) na kvantifikacijo plesni. V tej fazi smo poskuse 
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kvantifikacije plesni izvedli na nenamočeni piri. V nadaljevanju pa smo izvedli kontaminacijo 
pire s plesnimi vrste Penicillium griseofulvum na predhodno namočeni piri, ovrednotili vpliv 
časa inkubacije pire s suspenzijo plesni na njihovo kvantifikacijo, nato pa smo izvedli različne 
obdelave. Na enak način smo obdelali tudi nenamočeno piro, ki pa je pred obdelavo nismo 
umetno kontaminirali. Za obdelavo zrn smo uporabili toplo vodo (5 in 10 minut obdelave z 
vodo segreto na 50 °C), vodikov peroksid (10 % in 20 % raztopina) in natrijev hipoklorit (0,5 
% in 1,0 % raztopina). Po obdelavi smo na namočeni piri kvantificirali populacijo umetno 
nanešenih plesni, na nenamočeni in namočeni piri pa ovrednotili kaljivost ter izmerili dolžine 
kalčkov in koreninic (slika 3).  
 
 
 
 
 
 
Slika 3: Shema eksperimentov za določitev vpliva obdelave pire na kaljenje in plesni vrste P. griseofulvum 
 
3.2.1 Priprava pire na poskuse 
 
Namen predhodnega namakanja pire je bil predvsem priprava za umetno kontaminacijo s 
konidiji plesni Penicillum griseofulvum. Z namakanjem pire naj bi povečali adhezijo 
konidijev na piro. Rabie in sod. (1997) so v svoji raziskavi opazili, da je bilo na namočenih 
zrnih ječmena večje število plesni kot na nenamočenih zrnih. 
 
Predhodno namočeno piro za poskuse smo pripravili tako, da smo jo v čaši namakali 8 ur v 
vodovodni vodi, ki je imela 20 °C. Vsako uro smo zrna vzeli iz vode, jih za 15 minut 
Naravna kontaminacija pire
Umetna kontaminacija 
pire s P. griseofulvum
Kaljenje 
Meritve kalčkov in 
koreninic
Obdelava
Ne-namočena pir
Pira
Kvantifikacija 
plesni
Obdelava
Kvantifikacija plesni
Namočena pira
Meritve kalčkov in 
koreninic
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prezračili in ponovno zalili z vodo. Po 8 urah smo vodo odlili in postavili zrna za 16 ur v 
kalilno komoro na temperaturo 20 °C in 97-98 % relativno vlago. Na tak način smo pripravili 
namočeno piro, ki smo v nadaljevanju najprej umetno kontaminirali, nato pa obdelali z 
različnimi načini obdelave. Pri namočeni piri smo nato določali število plesni po obdelavi, 
kaljivost obdelanih zrn in dolžino kalčkov in koreninic.  
 
Kot smo že zapisali, smo naravno kontaminacijo pire s plesnimi ovrednotili na nenamočeni 
piri, poleg tega pa smo na nenamočeni piri določali tudi kaljivost in dolžino kalčkov in 
koreninic obdelanih zrn. 
 
3.2.2 Priprava plesni vrste P. griseofulvum in umetna kontaminacija vzorcev pire 
 
Ker smo v začetnih poskusih določili nizko kontaminacijo pire s plesnimi, smo se odločili, da 
izvedemo umetno kontaminacijo vzorcev pire s plesnimi vrste P. griseofulvum (slika 4). 
Zenklusen in sod. (2018) so opisali metodo kontaminacije pire s plesnimi in deloma 
modificirano metodo smo uporabili tudi v naši raziskavi. Plesni vrste P. griseofulvum z 
gojišča MEA smo uporabili za pripravo osnovne suspenzije konidijev, tako da smo v dveh 
paralelkah v 9 ml fiziološke raztopine s Tween 80 s cepilno zanko z gojišča MEA prenesli 
konidije. Osnovno suspenzijo smo nato 1 minuto stresali na namiznem mešalu pri največjih 
obratih (2800 obratov/min), da so se konidiji dispergirali. Vsebino epruvete smo nato 
aseptično prenesli v 250 ml sterilno steklenico s pokrovom in dodali 153 ml fiziološke 
raztopine in ponovno stresali 1 minuto namiznem mešalu na maksimalnih obratih. Potem smo 
ocenili število konidijev z Bürker –Türkovo števno komoro. Na objektno steklo smo nanesli 
par kapljic osnovne suspenzije konidijev, katero smo nato pod mikroskopom pregledali, 
prešteli in izračunali število konidijev. Za točno določitev števila plesni smo v suspenziji 
uporabili metodo štetja kolonij na trdnem gojišču MEA (Jeršek, 2013). Po inkubaciji smo 
prešteli značilne kolonije v tistih petrijevkah, v katerih je zraslo števno število kolonij in 
plesni kvantificirali. 
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Slika 4: Priprava suspenzije konidijev plesni vrste Penicillium griseofulvum in kontaminacija pire 
Kontaminacijo pire s plesnimi vrste P. griseofulvum smo izvedli tako, da smo 20 g namočene 
pire aseptično natehtali in prenesli v sterilno steklenico s pokrovom. V mikrobiološkem 
laboratoriju smo vzorec pire stresali (na stresalniku, 1 minuto, 2800 obratov/minuto) in dodali 
9 ml osnovne suspenzije plesni. Vzorce kontaminirane pire smo nato stresali (ročno stresanje, 
5 min) in jih inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo tekočino odlili v 
zato namenjeno zbiralno posodo, kontaminirano piro smo tretirali s pripravljenimi 
kemikalijami, oz. toplo vodo (poglavje 3.2.5). Kontaminacijo vzorcev pire smo izvedli v 
mikrobiološkem delu raziskave, medtem ko pri merjenju kalčkov in koreninic pire nismo 
kontaminirali. 
 
3.2.3 Priprava raztopin vodikovega peroksida in natrijevega hipoklorita 
 
Za obdelavo pire pred kaljenjem smo poleg tople vode uporabili še 10 % in 20 % raztopino 
vodikovega peroksida (H2O2) in 0,5 % ter 1 % raztopino natrijevega hipoklorita (NaOCl). 
Pripravili smo jih iz osnovnih raztopin: 30 % vodikov peroksid in 10 % natrijev hipoklorit. 
Vse raztopine smo hranili v hladilniku, da smo upočasnili razpad snovi. Preden smo pripravili 
ustrezne koncentracije, smo morali določiti koncentracije primarnih kemikalij (30 % H2O2 in 
pribl. 10 % NaOCl). Kemikalije smo redčili z destilirano vodo do zastavljene koncentracije 
10 % in 20 % raztopine vodikovega peroksida in 0,5 % ter 1 % natrijevega hipoklorita. 
  
Plesni vrste Penicillium griseofulvum na gojišču MEA
Prenos konidijev v FR s Tween 80 (9 ml), homogenizacija 1 min pri 2800 obr. min-1
Prenos suspenzije v 153 ml FR s Tween 80, homogenizacija 1 min pri 2800 obr. min-1
Mikroskopska kvantifikacija konidijev Penicillium griseofulvum
Prenos 9 ml suspenzije konidijev k 20 g pire, ročno stresanje (5 min), inkubacija 30 min 
pri sobni temperaturi
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Določitev koncentracije NaOCl 
 
1)Standardizacija natrijevega tiosulfata (Na2S2O3) 
 
Natehtali smo med 0,5 in 0,6 g KIO3, sušenega v eksikatorju vsaj 2 uri in ga kvantitativno 
prenesli v 500 ml bučko, in dopolnili z dH2O ter raztopili. Za titracijo smo s stekleno pipeto 
odmerili 50 ml alikvota in ga prenesli v erlenmajerico. Nato smo mu dodali 1 g KI in 2 ml 6 
M HCl kisline. Vsebino smo titrirali z 0,1 M Na2S2O3. Pred koncem titracije (sprememba 
temno rjave barve v svetlo rumeno) smo dodali par kapljic škrobovice ter nadaljevali s 
titracijo do razbarvanja. Zapisali smo volumen porabljenega Na2S2O3. 
 
Reakcije 
IO3
–
 + 5 I
–
 + 6 H
+
  3 I2 + 3 H2O 
 
IO3
–
 + 6 H
+
 + 6 S2O3
2-
  I
–
 + S4O4
2-
 + 3 H2O 
 
Izračuni 
m (KIO3) = 0,6095 g 
V (Na2S2O3) I = 17,22 ml  
V (Na2S2O3) II = 17,03 mL 
M (Na2S2O3) = 214 g/mol 
 
c (KIO3) I = 
        
                  
          …(1) 
 
= 
       
    
 
   
      
 = 0,0056963                            
      
  
       
   
 = 
 
 
       n (   
 ) = 
 
 
 * n (    
  )      
c (   
 ) * V (   
 ) = 
 
 
 * c (    
  ) * V (    
  )      
c (    
  ) I = 
         
          
  
           
 =        …(2) 
 
= 
          
   
 
       
       
 = 0,09923       
 
c (    
  ) II = 0,100345       
 
c (       
   povp.) = 0,0997875       
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Določitev natrijevega klorida s titracijo z Na2S2O3 
 
Volumetrično bučko volumna 250 mL smo napolnili s približno 100 mL dH2O in 
kvantitativno prenesli vzorec (2 mL) natrijevega hipoklorita (NaClO) in bučko z dH2O 
dopolnili do oznake. V tehtalno posodico smo natehtali cca. 2 g KI. V erlenmajerico smo 
dodali 50 mL dH2O in prenesli 50 mL alikvota raztopine s pipeto. Nato smo še dodali 10 mL 
ocetne kisline in 2 g KI.  
Počakali smo, da se je KI raztopil in takoj začeli s titracijo z 0,1 M raztopino Na2S2O3, dokler 
rumenorjava barva joda ni prešla v popolnoma svetlo rumeno barvo. Nato smo dodali par 
kapljic 1 % raztopino škrobovice ter nadaljevali s titracijo, dokler prva kapljica Na2S2O3 v 
prebitku ni razbarvala modro obarvanega kompleksa. Zapisali smo volumen porabljenega 
Na2S2O3. 
 
Reakcije: 
ClO
–
 + 2 I
–
 + 2H
+
  I2 + Cl
–
 + 3 H2O 
 
2 S2O3
2-
 + I2  2 I
–
 + S4O4
2-
  
 
Izračuni 
M (NaOCl) = 74,44 g/mol 
V (Na2S2O3) =14,04 mL 
razredčitev: 2 mL NaOCl/250 mL dH2O 
 
        
       
   
  
 
 
   
n (    ) = 
       
   
 
  
 
n (    ) = 
       
           
   
 
              … (3) 
 
= 
         
   
 
           
 
               
 
c (    ) razt. = 
        
        
  
             
       
           
   
 
 
 
m (                  
                        …(4) 
 
m (                       
   
         
 
                        
 
w (    ) = 
            
               
     [%]             … (5) 
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w (    ) = 
           
   
     [%] = 2,61 % 
 
Določitev koncentracije H2O2 
 
1) Priprava 0,02 M raztopine kalijevega permanganata (KMnO4) 
Natehtamo 3,2 g KMnO4 in ga kvantitativno prenesemo v 1 L bučko ter dopolnili do oznake z 
dH2O, dobro premešali in raztopili. Vsebino smo nato prenesli v 1 L erlenmajerico ter pokrito 
segrevali 1 h blizu vrenja. Ohladili na sobni temperaturi. Raztopino smo hranili v temnem 
prostoru in temni bučki.  
 
2) Standardizacija 0,02 M KMnO4 raztopine 
V erlenmajerico natehtamo približno 0,1 g standarda natrijevega oksalata (Na2C2O4) 
(sušen 1 h pri 110 °C in ohlajen v eksikatorju na sobni temperaturi). Dodali smo 10 mL dH2O 
in 15 mL 4 M H2SO4.  
Raztopino smo nad gorilnikom segrevali do vrenja in še vročo titrirali z raztopino KMnO4 
(preskok iz brezbarvne v rožnato barvo) in odčitali porabljen volumen. 
 
Reakcije 
 
2 MnO4
–
 + 5 C2O4
2-
 + 16 H3O
+
  2 Mn
2+
 + 10 CO2 + 24 H2O  
 
IZRAČUN: 
m (       ) = 0,1930 g 
M (       ) = 134 g/mol 
V (     ) = 28,86 mL 
______________________________ 
 
       
  
       
   
  
 
 
   
       
    
         
   
         
           
  
         …(6) 
    
       
    
          
     
 
   
          
               
 
3) Titracija H2O2 
 Redčili smo originalno raztopino H2O2 v razmerju 1:10 (1 mL H2O2 + 9 mL dH2O). 
S pipeto smo odpipetirali 1 mL alikvota in ga stehtali v erlenmajerici. Zapisali smo maso. 
Nato smo dodamo 4 mL 4 M H2SO4. 
Titrirali smo s predhodno standardizirano raztopino KMnO4. Zapisali smo porabljen volumen. 
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Reakcije 
 
2 MnO
4–
 + 5 H2O2 + 6H3O
+
  2 Mn
+2
 + 5 O2 + 14 H2O   
 
 
Izračuni 
m (1 mL H2O2) = 1,0049 g 
V (KMnO4) = 19,80 mL 
____________________________ 
 
 
 
       
  
        
  
 
 
  n (    ) = 
 
 
 * n (    
 )  
n (    ) = 
 
 
 * c (    
 ) * V (    
 ) tit.        …(7) 
 n (    ) = 
 
 
 * 01996      * 0,0198 L= 0,00098802 mol 
 
m (     izr. = n (    ) * M (    )        …(8) 
m (     izr. = 0,00098802 mol * 34,0147 
 
     = 0,033607 g  
 
w (    ) = 
            
             
               …(9) 
           
          
        
          = 33,44 %  
 
3.2.4 Obdelava pire 
 
Vzorce pire smo obdelali s fizikalnim postopkom (namakanje s toplo vodo) in s kemijskimi 
postopki (tretiranje z vodikovim peroksidom in natrijevim hipokloritom). 
Vnaprej pripravljene umetno kontaminirane namočene vzorce pire (20 g) smo v sterilni 
steklenici z zamaškom oblili s 100 mL segrete vode oz. pripravljene raztopine (voda 50 °C, 
10 % in 20 % vodikov peroksid in 0,5 % in 1% natrijev hipoklorit). Tako pripravljene vzorce 
smo pustili v stiku 5 minut na sobni temperaturi. V primeru tople vode smo ogrete steklenice 
z vzorci pire in dodano toplo vodo postavili v vodno kopel, segreto na 50 °C in jih zadrževali 
pri konstantni temperaturi 5 oz. 10 minut. Vsebino vseh steklenic smo občasno z krožnimi 
gibi premešali. Po zaključeni obdelavi smo raztopine iz steklenic prelili posode za odpadne 
kemikalije. Na koncu obdelave smo vzorce v steklenici prelili s 100 mL destilirane (sterilne) 
vode in jih postavili na stresalnik, kjer smo jih inkubirali 5 minut pri 120 obratov na minuto. 
Po 5 minutah smo vodo odlili. 
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Vzporedno z vsemi oblikami obdelave smo na enak način pripravili tudi kontrolni vzorec, pri 
katerem smo namesto raztopin ali tople vode uporabili destilirano sterilno vodo sobne 
temperature. Na enak način smo obdelali vzorce namočene pire brez umetne kontaminacije s 
plesnimi. Pri nenamočeni piri, pri kateri smo določali samo kaljivost, smo izvedli popolnoma 
enake obdelave pire v erlenmajericah s steklenimi zamaški z obrusom ter namesto sterilne 
destilirane vode uporabili navadno destilirano vodo, saj na nenamočeni piri nismo izvedli 
kvantifikacije plesni. 
 
Po zaključeni obdelavi smo nadaljevali z analizami vzorcev. Pri umetno kontaminiranih 
vzorcih smo kvantificirali plesni, medtem ko smo pri nekontaminiranih vzorcih določali 
kaljivost in dolžino kalčkov in koreninic. Izvedli smo tri ponovitve poskusov v dveh 
paralelkah.  
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Slika 5: Shema obdelav pire 
 
 
Vzorci pire 20 g (n = pribl 300 zrn) kontaminirane s plesnimi rodu Penicillium.
Tretiranje  s H2O2, sobna 
temperatura, 5 min.
Tretiranje s toplo vodo Tretiranje s NaOCl
Spiranje z destilirano 
sterilno vodo, sobna 
temperatura, 5 min.
10 % H2O2 20 % H2O2
0,5 % 
NaOCl
1% NaOCl
Temperiranje 
steklene posode s 
toplo vodo
Dodatek 100 ml 
dH2O, 50 °C
Postavitev 
steklenic v vodno 
kopel, 50 °C 
5 min 10 min
Odlivanje tekočine v zato namenjeno posodo
Spiranje pire s sterilno destilirano vodo (120 obrati/min, 5 minut)
Odlivanje tekočine v zato namenjeno posodo
Vzorci pire
Fink B. Vpliv različnih obdelav pire (Triticum spelta) pred kaljenjem na zmanjšanje populacije plesni. 26 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020                    
 
 
 
3.2.5 Kvantifikacija plesni 
 
Po obdelavi pire smo izolirali in kvantificirali plesni vrste P. griseofulvum (Jeršek, 2016). 
Metodo smo jo deloma priredili po standardu ISO 7954 (1987). 10 g vzorca pire smo 
aseptično prenesli v gnetilno vrečko, kateri smo dodali 90 mL fiziološke raztopine 0,05 %, ki 
je vsebovala Tween 80. Kvantifikacijo smo izvajali v 2 paralelkah, in za vsa tretiranja pire. 
Vzorec smo 5 minut inkubirali pri sobni temperaturi, nato smo vsebino homogenizirali v 
gnetilniku. Vzorec smo cepili na/v trdno gojišče. Za kvantifikacijo plesni smo uporabili 
gojišči DRBC in OGY. 
 
Inhibicijo plesni izračunamo po naslednji formuli:  
 
       
 
  
                                                                                                          ...(10) 
 
Kjer pomeni %I odstotek inhibicije, N0 je začetno število plesni (pred tretiranjem, in N je 
končno število plesni (po tretiranju).  
 
3.2.6 Kaljenje 
 
Za določanje kaljivosti pire po tretiranju smo uporabili metodo za določanje kaljivosti 
pivovarskega ječmena – določanje energije kaljenja (ang. germination energy, GE) 
(Frančakova in sod., 2012). Po tretiranju smo vzorec 100 (nenamočena in namočena) 
razporedili v petrijevko na filtrirni papir. Nato smo v petrijevko dodali vodo (4 ml za 
nenamočeno piro in 2 ml za namočeno). Petrijevke smo označili in jih postavili v komoro za 
kaljenje (20 °C, 98 % relativna vlaga). Po 24, 48 in 72 urah smo prešteli število vzkaljenih 
zrn; vsa vzkaljena zrna smo odstranili iz petrijevke. Kaljivost oz. energijo kaljenja izrazimo 
kot odstotek vseh vzkaljenih zrn od celote po 72 urah  kaljenja. Za namočena zrna smo 
metodo rahlo modificirali, saj smo določali število vzkaljenih zrn in izvedli merjenje dolžine 
kalčkov ter koreninic le po 24 in 48 urah. Med kaljenjem smo merili tudi dolžino kalčkov in 
koreninic po 24, 48 in 72 urah na reprezentativnem vzorcu 10 zrn. Poskus je potekal v dveh 
paralelkah, ponovili smo ga trikrat. Po vsakem vzorčenju smo v petrijevko na filtrirni papir s 
pomočjo kapalke nanesli 2 ml vode.  
 
3.2.7 Statistična obdelava podatkov 
 
Statistično obdelavo smo opravili v programu Microsoft Excel s testom ANOVA Single 
Factor. Rezultate meritev smo vnesli v pripravljene Excel tabele, kjer smo izračunali 
povprečne velikosti kalčkov in koreninic, ter povprečno inhibicijo in število plesni po 
tretiranju. Rezultate smo predstavili v obliki grafov in tabel. Nadaljnjo obdelavo podatkov za 
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določitev statističnih razlik dolžin kalčkov in koreninic pire smo opravili v programu SPSS 
(različica 21) in z orodjem Duncan post hoc, ki je osnovan na testu ANOVA. Razlike vzorcev 
so bile statistično različne pri p< 0,05. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
V začetnih poskusih smo optimizirali kvantifikacijo plesni v vzorcih pire in ocenili naravno 
kontaminiranost pire s plesnimi. V glavnem eksperimentalnem delu smo določili vpliv 
različnih obdelav pire pred kaljenjem na plesni vrste P. griseofulvum in na kaljivost pire. 
 
4.1. OPTIMIZACIJA KVANTIFIKACIJE PLESNI V VZORCU PIRE 
4.1.1 Vpliv priprave pire na kvantifikacijo plesni 
 
Nenamočeno in netretirano piro smo aseptično prenesli v gnetilno vrečko in dodali 90 mL 
fiziološke raztopine s Tween 80. Ker nas je zanimalo, kako na število plesni vpliva čas 
inkubacije matične raztopine pri sobni temperaturi, smo opravili serijo poskusov, pri katerih 
je smo preverili, ali različni časi stika (0, 5, 15 in 30 min) vplivajo na kvantifikacijo plesni. 
Na sliki 6 vidimo, da je bilo število plesni neodvisno od 5-30 min inkubacije matične 
raztopine. 
 
 
 
Slika 6: Vpliv časa inkubacije matične raztopine na kvantifikacijo plesni v vzorcu pire.  
Legenda: N: število plesni (log CFU/g); a: povprečne vrednosti z enako oznako se statistično značilno ne 
razlikujejo (p >0,05) 
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4.2.2 Vpliv časa homogenizacije vzorcev pire v gnetilniku na kvantifikacijo plesni 
 
Pri kvantifikaciji plesni v vzorcih pire smo preverili, ali čas homogeniziranje vzorcev v 
gnetilniku vpliva na kvantifikacijo plesni. Preverili smo 1, 2 in 3-minutno homogenizacijo 
(slika 7). 
 
Ugotovili smo, da čas (1- 3 min) obdelave v gnetilniku ne vpliva (p<0,05) na kvantifikacijo 
plesni v vzorcu pire. Odločili smo se, da poskuse nadaljujemo z enominutno obdelavo 
vzorcev v gnetilniku v vseh poskusih. Kot pomemben rezultat smo opazili, da je bilo v vseh 
vzorcih pire število plesni relativno majhno (3,7 - 4 log CFU/g), zato smo se odločili 
nadaljevati poskus s umetno kontaminacijo pire. 
 
 
 
Slika 7: Vpliv časa homogenizacije matične raztopine na kvantifikacijo plesni v vzorcu pire 
Legenda: N: število plesni (CFU/g), a: povprečne vrednosti z enako oznako se statistično značilno ne razlikujejo 
(p >0,05) 
 
4.2.3 Vpliv časa inkubacije pire v suspenziji plesni vrste P. griseofulvum na njihovo 
kvantifikacijo  
 
Preverili smo vpliv časa inkubacije pire (30 min, 2, in 24 ur) s suspenzijo plesni vrste P. 
griseofulvum na njihovo kvantifikacijo. 
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Slika 8: Vpliv časa inkubacije pire s suspenzijo plesni vrste P. griseofulvum na njihovo kvantifikacijo. 
Legenda: N: število plesni (CFU/g), a, b: povprečne vrednosti z različno oznako se statistično značilno 
razlikujejo (p≤0,05) 
 
Glede na dobljene rezultate (slika 8) smo največje število plesni dobili po 30-minutnem stiku 
pire s plesnimi vrste P. griseofulvum (p≤0,05). Zato smo pri vseh eksperimentih kjer smo 
uporabili umetno kontaminacijo pire uporabili 30-minutno inkubacijo.  
 
Pri vzorcu pire, ki je bil v 24 ur stiku s plesnijo, smo ob odprtju steklenice zaznali izhajanje 
plina, kateremu je sledil tudi vonj po fermentaciji. Zanimivo opažanje, ki pa ni del našega 
dela je vendar lahko predmet nadaljnjih raziskav. Uporaba fermentacije v lahko poveča nivo 
veliko bioaktivnih snovi v žitaricah, ki bi se lahko uporabile za izboljšanje (Đorđević in sod., 
2010). Zenklusen in sod. (2018) so okužbo pire s plesnijo izvedli tako, da so po dodatku pire 
in plesni v fiziološki raztopini, vsebino najprej 5 minut močno stresali in nato pred 
nadaljevanjem eksperimenta inkubirali 30 minut. 
 
4.2 VPLIV OBDELAVE VZORCEV PIRE NA PLESNI IN KAKOVOST PIRE 
 
V prvem delu prikazujemo rezultate vpliva obdelave pire na rast plesni, v drugem delu pa smo 
spremljali kaljivost pire. 
 
4.2.1 Vpliv obdelave vzorcev pire na plesni vrste P. griseofulvum  
 
Vzorce pire, ki smo jo kontaminirali s plesnimi vrste P. griseofulvum smo pred kaljenjem 
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obdelali s toplo vodo (50 
o
C), vodikovim peroksidom (10 in 20 %) in natrijevim hipokloritom 
(0,5-1 %). Podaljšanje obdelave pire s toplo vodo iz 5 na 10 min ni vplivalo na število plesni 
vrste P. griseofulvum, medtem ko je višja koncentracija natrijevega hipoklorita (20 %) in 
vodikovega peroksida (1 %) bolj zmanjšala število plesni (p≤0,05) kot pripadajoči nižji 
koncentraciji (natrijev hipoklorit 0,5 %, vodikov peroksid 1 %) (slika 9). Obdelava pire z 10 
% H2O2, 20 % H2O2, 0,5 % NaOCl in 1 % NaOCl je vplivala na zmanjšanje števila plesni v 
primerjavi s spiranjem pire, medtem, ko obdelava s toplo vodo ni zmanjšala števila plesni.  
 
 
 
Slika 9: Povprečno število plesni vrste P. griseofulvum v vzorcih pire po različnih načinih obdelave.  
 
Legenda: N: povprečno število plesni (CFU/ml); Spiranje: sterilna voda; VV: obdelava s toplo vodo; a, b: 
povprečni števili plesni pri posamezni obdelavi se statistično značilno razlikujeta (p≤0,05). 
 
Rezultate obdelav vzorcev pire smo prikazali tudi kot odstotek inhibicije plesni vrste P. 
griseofulvum (slika 10) tako, da smo posamezno obdelavo primerjali s kontrolnim vzorcem 
pire, ki smo ga le spirali s sterilno vodo. Inhibicija plesni je bila največja pri obdelavi pire z 
NaOCl in H2O2 (76-96 %), medtem ko obdelava s toplo vodo ni imela velikega vpliva (25-28 
%). 
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Slika 10: Povprečna inhibicija plesni vrste P. griseofulvum v vzorcih pire po različnih načinih obdelave.  
Legenda: Povprečna inhibicija: povprečen (%) odstotek inhibicije plesni po obdelavi pire glede na kontrolno 
obdelavo (spiranje s sterilno vodo); VV: topla voda; a,b, c, d: povprečne vrednosti z različno črko, se razlikujejo 
statistično značilno (p≤0,05) znotraj izbrane obdelave. 
 
 
Kottapalli in Wolf-Hall (2008) navajajo, da obdelava žita s toplo vodo vpliva na 
kontaminacijo s plesnimi rodu Fusarium, saj se je kontaminacija zmanjšala po 1-minutni 
obdelavi vzorca s toplo vodo pri 45 °C za 41-66 % in pri 50 °C za 51-69 %. Po 20 minutah se 
je kontaminacija pri 45 °C zmanjšala za 65-92 % in pri 50 °C za 71-98 %. Ti podatki kažejo 
na večji odstotek inhibicije kot pri naših eksperimentih s toplo vodo (50 °C), saj smo po 5-
minutni obdelavi dobili 25,1 %-inhibicijo, in po 10-minutni obdelavi 28,8 %-inhibicijo. V 
raziskavi so Phua in sod. (2014) pokazali, da obdelava zelenega mungo fižola s toplo vodo 
zmanjša število bakterij vrst E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella spp. in naravno 
mikrofloro fižola za 4,19, 4,35, 4,81 in 4,37 log CFU/g. Smilanick in sod. (1997) navajajo 
uspešno inhibicijo rasti teliospor plesni vrste Tilletia indica po obdelavi s toplo vodo in 
NaOCl. Avtorji navajajo samo 28 %-germinacijo plesni po 1-minutni obdelavi s 0,53 % 
NaOCl.  Avtorji so dosegli dobro inhibicijo rasti teliospor s kombinacijo tople vode in 1,6 % 
koncentracije NaOCl. Ker so uporabili toplo vodo višje temperature (60 - 80 °C) ter tudi večji 
časovni razpon (od 5 do 15 minut), rezultati niso v celoti primerljivi z rezultati naše raziskave. 
Podobne ugotovitve so potrdili tudi Korukluoglu in sod. (2006) ter Reynolds in sod. (2004), 
ki navajajo, da so klorove spojine zelo učinkovite kot razkužilo za plesni tudi pri koncentraciji 
0,5 % NaOCl, oziroma 2,4 %, kjer se je število plesni zmanjšalo tudi za >4 log CFU/g. Peñas 
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in sod. (2010) so raziskali uspeh tretiranja zelenega mungo fižola. Ob kombinaciji tretiranj, 
med katerimi so uporabili 18000 ppm kalcijevega hipoklorita, so dosegli redukcijo plesni, 
bakterij in kvasovk za 5 log CFU/g. Kottapalli in sod. (2005) navajajo, da ima vodikov 
peroksid velik potencial za obdelavo žita, ki je kontaminirano s plesnimi. Obdelava je 
potekala z različnimi koncentracijami (0, 5, 10 in 15 %) H2O2 v različnih časovnih obdobjih 
(0 - 30 minut). Rezultati kažejo 50-98 % zmanjšanje števila plesni v vzorcih žita. Ti rezultati 
so analogni z rezultati naše raziskave, saj je bila inhibicija plesni vrste P. griseofulum znašala 
76,5 % pri 10 % in 96,2 % pri 20 % raztopini H2O2. Inhibicija rasti plesni na piri s toplo vodo 
je bila v naših eksperimentih majhna (25-28 %) ne glede na čas obdelave (slika 10). 
 
4.2.2 Vpliv obdelave na kaljivost pire  
 
V naslednjem poglavju so predstavljeni rezultati določanja kaljivosti obdelane pire. Rezultati 
kaljivosti nenamočene in namočene pire po različnih vrstah obdelave (spiranje, obdelava s 
toplo vodo za 5 in 10 minut, 10 % raztopina vodikovega peroksida, 20 % raztopina 
vodikovega peroksida, 0,5 % raztopina natrijevega hipoklorita in 1 % raztopina natrijevega 
hipoklorita) in različnih časih vzorčenja (po 24, 48 in 72 urah) so prikazani v grafih (slika 12 
in 13).  
 
 
 
 
 
Slika 11: Primer vzorcev kaljene pire (A= 0, B =24 h, C = 48 h) 
 
Kaljivost pire smo vrednotili tako, da smo v vzorcu 100 zrn prešteli število vzkaljenih zrn v 
različnih časovnih obdobjih. Semena, pri katerih smo opazili povečanje dolžine kalčka, smo 
uvrstili med vzkaljena zrna. Celokupna kaljivost je vrednotena kot število vzkaljenih zrn po 
72 urah kaljenja (Frančakova in sod., 2012), vendar smo to vrednotenje prilagodili in izrazili 
kaljivost v odstotkih, preračunano iz števila 100 semen. 
 
(A) (B) (C)
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Slika 12: Kaljivost (nenamočene) pire 24, 48 in 72 ur po obdelavi  
Legenda: %: odstotek vzkaljenih zrn; 24h: časovni razpon 24 ur; 48h: časovni razpon 48 ur; 72h: časovni razpon 
72 ur Spiranje: spiranje z vodo; Topla voda 5 min: obdelava s toplo vodo v razponu 5 minut; Topla voda 10 min: 
obdelava s toplo vodo v razponu 10 minut; 10 % H2O2: obdelava z 10 % raztopino vodikovega peroksida; 20 % 
H2O2: obdelava z 20 % raztopino vodikovega peroksida; 0,5 % NaOCl: obdelava z 0,5 % raztopino natrijevega 
hipoklorita; 1,0 % NaOCl: obdelava z 1 % raztopino natrijevega hipoklorita. (Vrednosti vrednotenja po 24 urah z 
različno nadpisano črko (a-d) se med seboj statistično značilno razlikujejo; vrednosti vrednotenja po 48 urah z 
različno nadpisano črko (A-C) se med seboj statistično značilno razlikujejo, vrednosti vrednotenja po 72 urah z 
različno nadpisano črko (x-z) se med seboj statistično značilno razlikujejo) (p≤0,05) 
 
Na sliki 15 so predstavljeni rezultati kaljivosti nenamočene pire po različnih načinih obdelave 
v časovnih razmikih 24, 48 in 72 ur po obdelavi. Čeprav kaljivost (celokupno kaljivost) oz. 
energijo kaljenja izražamo kot delež vzkaljenih po 72 urah, smo na sliki prikazali deleže 
vzkaljenih po različnih obdelavah za različna časovna obdobja. Po prvih 24 urah kaljenja smo 
opazili statistično značilne razlike v kaljivosti med različnimi vrstami obdelave. Največji 
delež vzkaljenih smo določili pri kontrolnem vzorcu (spiranje) in pri vzorcih obdelanih z 0,5 
% natrijevim hipokloritom (več kot 80 %). Pri ostalih obdelavah smo določili značilno manj 
vzkaljenih v naslednjem padajočem vrstnem redu: topla voda (manj kot 80 %), 10 % H2O2 
(približno 50 %) in najmanjši delež vzkaljenih (manj kot 20 %) po obdelavi z največjimi 
koncentracijami vodikovega peroksida (20 %) in natrijevega hipoklorita (1 %). Različni 
načini obdelave so značilno vplivali na kaljivost pire po 24 urah, zato lahko sklepamo, da so 
obdelave predstavljale določen stres za začetek kaljenja. V nadaljevanju procesa so se razlike 
v skupnem deležu vzkaljenih bistveno zmanjšale, saj smo po 48 urah določili značilne razlike 
samo še med kontrolo in zrni obdelanimi z vodikovim peroksidom. Delež vzkaljenih zrn se je 
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pri vseh vzorcih povečal. Podobne rezultate smo določili tudi po 72 urah kaljenja. Pri vseh 
obdelavah (razen pri 20 % H2O2) smo določili več kot 90 %-kaljivost pire. Glede na končno 
celokupno kaljivost pire bi lahko sklepali, da izvedene obdelave niso pomembno vplivale na 
kaljivost in bi se lahko o ustreznosti izbranih metod odločali zgolj na osnovi podatkov o 
vplivu na mikrobno populacijo. Zato smo poskušali oceniti vpliv različnih obdelav na proces 
kaljenja tudi z vrednotenjem intenzitete kaljenja oz. z merjenjem dolžin kalčkov in koreninic 
v različnih časovnih obdobjih (rezultati so predstavljeni v nadaljevanju naloge).   
   
 
 
Slika 13: Kaljivost (namočene) pire v razmaku 2 dni po obdelavi 
Legenda: %: odstotek vzkaljenih zrn; 24h: časovni razpon 24 ur; 48h: časovni razpon 48 ur. Obdelave: Spiranje: 
spiranje z vodo; Topla voda 5 min: obdelava s toplo vodo v razponu 5 minut; Topla voda 10 min: obdelava s 
toplo vodo v razponu 10 minut; 10 % H2O2: obdelava z 10 % raztopino vodikovega peroksida; 20 % H2O2: 
obdelava z 20 % raztopino vodikovega peroksida; 0,5% NaOCl: obdelava z 0,5 % raztopino natrijevega 
hipoklorita; 1,0% NaOCl: obdelava z 1 % raztopino natrijevega hipoklorita. (vrednosti vrednotenja po 24 urah z 
različno nadpisano črko (a-b) se med seboj statistično značilno razlikujejo; vrednosti vrednotenja po 48 urah z 
različno nadpisano črko (A-B) se med seboj statistično značilno razlikujejo (p≤0,05). 
Na sliki 16 so predstavljeni rezultati kaljivosti namočene pire po različnih načinih obdelave v 
časovnih razmikih 24 in 48 ur po obdelavi. Zanimalo nas je ali predhodno namakanje vpliva 
na uspešnosti kaljenja in rasti kalčkov in koreninic. V primerjavi z nenamočeno piro smo 
namočeno piro 24 ur namakali pred obdelavo, zato smo parametre kaljivosti spremljali samo 
dva dni. Rezultati določanja kaljivosti so pokazali še nekoliko večji delež vzkaljenih zrn kot 
pri nenamočeni piri, kar morda kaže na to, da so zrna, pri katerih se je proces kaljenja že 
začel, manj občutljiva na različne obdelave. Po 24 urah po obdelavi smo namreč pri 
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namočenih zrnih določili več kot 90 % kaljivost pri vseh obdelavah, po 48 urah pa celo več 
kot 95 %. Rahlo zmanjšano kaljivost, ki je sicer bila statistično značilna v primerjavi s 
kontrolo, smo po 24 urah določili pri piri obdelani z 10 % H2O2, kar pa je najverjetneje 
posledica eksperimentalne napake. Po 48 urah smo določili majhno, a značilno razliko v 
kaljivosti samo pri najbolj intenzivnih obdelavah (20 % H2O2 in 1,0% Na hipoklorit). 
Načeloma bi lahko trdili, da se je vzorec kaljivosti med nenamočeno in namočeno piro zelo 
malo razlikoval ter da je bila v obeh primerih kljub različnim obdelavam kaljivost pire zelo 
dobra. Statistično značilne razlike v kaljivosti smo določili v primeru nenamočene in 
namočene pire samo pri dveh vrstah obdelave od šestih, zato bi hipotezo 1, ki trdi, da bodo 
različne metode obdelave pirinih pred kaljenjem različno vplivale na njihovo kaljivost, lahko 
le deloma potrdili. 
 
Kot smo opazili tekom poteka raziskave, so vsi različno obdelani vzorci pire dobro kalili (od 
najmanj 88,2 % do največ 96,8 % kaljivost pri zrnih nenamočene pire in od najmanj 96,8 % 
do največ 99,3 % kaljivosti pri namočeni piri), kar je primerljivo z literaturnimi podatki za 
kaljivost ječmena (Frančakova in sod., 2012). V diplomski nalogi (Glažar, 2007), kjer so 
preučevali kaljivost luščene in neoluščene pire sorte Ostro navajajo, da je povprečna kaljivost 
oluščenega zrna 80,4 %, kar kaže na celo nekoliko manjšo kaljivost kot v našem poskusu. Pri 
nekaterih diplomskih nalogah (Filipič, 2017; Petrovec, 2019) so spremljali kaljivost različnih 
semen (rž, konoplja, riček) in določili podobne deleže vzkaljenih glede na čas kaljenja (po 
prvih 24 urah najmanjši delež) kot pri našem poskusu. 
 
Različni avtorji so v svojih raziskava prišli do različnih zaključkov o vplivu obdelav na 
kaljivost semen. Tuan  in sod. (2019) so ugotovili, da lahko npr. visoka temperatura inhibira 
izražanje biosinteze giberelinov v semenu, kar lahko privede do inhibicije kaljenja. V našem 
poskusu smo sploh pri nenamočenih zrnih obdelanih s toplo vodo opazili nekoliko zmanjšano 
kaljivost, ki pa ni bila statistično značilno manjša od kontrole. Obdelave za piro verjetno 
predstavlja stres, na katerega se pira odzove z zmanjšano kaljivostjo in verjetno tudi z manjšo 
rastjo mlade rastlinice. Drugi avtorji, kot so Mandiriza in sod. (2018) so raziskovali kaljivost 
semen oljne ogrščice in potrdili visoko stopnjo kaljivosti semen ogrščice po 30-minutni 
obdelavi s toplo vodo (50 °C). Podobne rezultate so dosegli tudi Nei in sod. (2013), ki so 
poročali o nespremenjeni kaljivosti semen mungo fižola po obdelavi z vročo vodo (85 °C za 
40 sekund) v primerjavi z neobdelanimi semeni. Naše ugotovitve so vsaj kar se tiče 
ohranjanja velikega deleža kaljivih pire pri obdelavi s toplo vodo skladne z ugotovitvami 
naštetih avtorjev. 
 
Tudi obdelava z vodikovim peroksidom je vplivala na delež vzkaljenih zrn nenamočene pire 
po 24 urah. Še posebej je bila razlika izražena pri intenzivnejši obdelavi (20 % H2O2), vendar 
so se razlike po 48 in 72 urah občutno zmanjšale, tako da je kaljivost obdelane pire presegla 
80 %. Pri namočeni piri so bile razlike v kaljivosti manjše. V raziskavi Hong in sod. (2019) so 
obdelali semena lucerne z 2 % vodikovim peroksidom za 10 minut. Njihovi rezultati so 
pokazali, da ni bilo razlike v kaljivosti med zrni obdelanimi z vodikovim peroksidom in 
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neobdelanimi zrni. Poleg tega so ugotovili, da tudi najbolj groba obdelava s kombinacijo 2 % 
vodikovega peroksida in sušenja na 70 °C oz 73 °C ni vplivala na kaljivost zrn lucerne. 
Podobno raziskavo so Ma in sod. (2020) izpeljali pri kaljenju ječmena, ki so ga predhodno 
obdelali z 1 % vodikovim peroksidom in ozonom. Avtorji so navedli celo pozitiven vpliv na 
kaljenje zelenega sladu in povečanje kvalitete po obdelavi z vodikovim peroksidom, saj naj bi 
oksidirajoča obdelava izboljšala encimsko aktivnost in hidrolizo polimernih molekul. 
Podatkov omenjenih raziskav ne moremo direktno primerjati z našimi rezultati, saj smo v 
našem poskusu uporabili bistveno večje koncentracije. 
 
Značilno razliko v kaljivosti med kontrolo in obdelavo z natrijevim hipokloritom smo določili 
pri nenamočeni piri samo po 24 urah in še to samo pri intenzivnejši obdelavi z 1,0 % 
hipokloritom. Razlike so se po 48 in 72 urah občutno zmanjšale. Pri namočeni piri smo 
značilne razlike med kontrolo in obdelanimi zrni opazili šele po zaključenem kaljenju pri 1,0 
% hipokloritu, vendar so bile razlike relativno majhne.  
 
Obdelava semen z natrijevim hipokloritom je pogosto uporabljena strategija zmanjševanja 
mikrobiološke kontaminacije. Pogosto se nižje koncentracije kemikalije dodajo vodi, v kateri 
namakajo zrna (Zhang in sod., 2019). Peñas in sod. (2010) so v svoji raziskavi potrdili dobro 
kaljivost zrn zelenega mungo fižola, ki so ob obdelavi s 18000 ppm kalcijevega hipoklorita 
dosegli 80 % kaljivost. V drugi raziskavi (Carmello in Cardoso, 2018) so z natrijevim 
hipokloritom (5 % raztopina) in zeliščnimi ekstrakti tretirali zrna solate. Potrdili so dobro 
kaljivost zrn navadne solate (96,3 %) in hkrati tudi inhibicijo plesni Cercospora longissima, 
ki je značilna za solato. Rezultate naše raziskave lahko kljub uporabi drugačnih koncentracij 
hipoklorita in semen drugih rastlin v določeni meri primerjamo z omenjenima raziskavama, 
saj je vsem raziskavam skupen pozitiven ali vsaj manj negativen vpliv na kaljivost semen.  
 
4.2.3 Vpliv obdelave na dolžino kalčkov in koreninic kaljene pire 
 
Glede na rezultate našega poskusa bi lahko sklepali, da različne vrste obdelave manj 
pomembno vplivajo na samo kaljivost obdelanih pirinih zrn. Zato smo vzporedno z 
določanjem kaljivosti izmerili tudi dolžine kalčkov in koreninic v določenih časovnih 
razmakih (24, 48 in 72 ur) pri istih vzorcih. Dimenzije kalčkov in koreninic so namreč lahko 
pokazatelj intenzitete in enakomernosti kaljenja ter obsega tehnoloških in biokemijskih 
sprememb v žitnih zrnih (Boulton, 2013). Dolžino kalčkov in koreninic smo merili pri vzorcu 
10 kaljenih zrn nenanmočene in namočene pire ter rezultate prikazali kot povprečno vrednost 
vseh meritev. 
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Slika 14: Dolžina kalčkov nenamočene pire 48 in 72 ur po obdelavi 
Legenda: Topla  voda 5 min - Pira obdelana s toplo vodo za 5 minut; Topla voda 10 min - Pira, obdelana s toplo 
vodo za 10 minut; 10 % H2O2 - Pira, obdelana z 10 % vodikovim peroksidom; 20 % H2O2 - pira, obdelana z 20 
% vodikovim peroksidom; 0,5 % NaOCl - pira, obdelana z 0,5 % natrijevim hipokloritom; 1 % NaOCl - pira, 
obdelana z 1 % natrijevim hipokloritom. Vrednosti vrednotenja po 48 urah z različno nadpisano črko (a-c) se 
med seboj statistično značilno razlikujejo; vrednosti vrednotenja po 72 urah z različno nadpisano črko (A-D) se 
med seboj statistično značilno razlikujejo (p≤0,05) 
Rezultati meritev dolžine kalčkov (slika 14) pri nenamočeni piri so pokazali, da so bile po 48 
urah razlike v dolžini med različnimi obdelavami kar velike. Značilno krajši kalčki so zrasli 
pri piri obdelani z 20 % H2O2 (5,0 mm) in pri obeh vzorcih pire obdelanih z natrijevim 
hipokloritom (2,9 in 2,3 mm), medtem ko so bili kalčki pri piri obdelani z vročo vodo po 48 
urah celo nekoliko daljši (7,6 mm) kot pri kontroli. Tudi po 72 urah je bila razporeditev dolžin 
kalčkov zelo podobna (najdaljši so bili kalčki pri kontroli: 18,1 mm), saj so bili značilno 
krajši spet samo kalčki pri piri obdelani z 20 % H2O2 (10,7 mm) in pri obeh vzorcih pire 
obdelanih z Na hipokloritom. Kalčki pri kontroli so bili približno 4,5 krat daljši kot pri piri 
obdelani z 1,0 % Na hipokloritom (4,3 mm). Glede na velike razlike v dolžini kalčkov med 
različno obdelanimi vzorci pire lahko sklepamo, da je način obdelave pomembno vplival na 
intenziteto fizioloških procesov v nenamočenih zrnih pire. Za najbolj uspešno metodo 
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tretiranja se je pri nenamočeni piri izkazala 5-minutna obdelava z vročo vodo, saj ima poleg 
spiranih vzorev pire največje povprečno dolžino kalčka (16,7 mm). 
 
 
Slika 15: Dolžina koreninic nenamočene pire 48 in 72 ur po obdelavi. 
Legenda: Topla voda 5 min - Pira obdelana s toplo vodo za 5 minut; Topla voda 10 min - Pira, obdelana s toplo 
vodo za 10 minut; 10% H2O2 - Pira obdelana z 10 % vodikovim peroksidom; 20% H2O2 - pira, obdelana z 20 
% vodikovim peroksidom; 0,5% NaOCl - pira, obdelana z 0,5 % natrijevim hipokloritom; 1% NaOCl- pira, 
obdelana z 1 % natrijevim hipokloritom. Vrednosti vrednotenja po 48 urah z različno nadpisano črko (a-d) se 
med seboj statistično značilno razlikujejo; vrednosti vrednotenja po 72 urah z različno nadpisano črko (A-E) se 
med seboj statistično značilno razlikujejo 
 
Do podobnih rezultatov smo prišli tudi z merjenjem dolžine koreninic. Pri proizvodnji 
pivovarskega slada koreninice po sušenju odstranijo in predstavljajo izgubo (Nout, 1982), 
vendar je intenzivna rast koreninic lahko dober pokazatelj ustreznega kaljenja (Boulton, 
2013). Na sliki 15 lahko vidimo, da so bile koreninice vsaj pri nekaterih obdelavah celo daljše 
od kalčkov. Po 48 urah smo najdaljše koreninice izmerili pri kontroli (14,4 mm), najkrajše pa 
pri piri obdelani z 1,0 % Na hipokloritom (0,47 mm). Statistično značilno krajše koreninice 
od kontrole so zrasle pri piri tretirani s peroksidom in hipokloritom. Tudi vzorci obdelani s 
toplo vodo so imeli krajše koreninice, vendar razlika ni bila značilna. Podobno kot pri kalčkih 
je na rast koreninic najbolj negativno vplivala obdelava s hipokloritom. Tudi po 72 urah smo 
določili zelo podobna razmerja med dolžino koreninic po različnih obdelavah. Značilno 
najdaljše koreninice so zrasle pri kontroli (25,7 mm), potem značilno različno dolge pri piri 
obdelani s toplo vodo (18,7 in 19,2 mm), značilno še krajše pri piri obdelani s peroksidom 
(15,0 in 8,2 mm) in značilno najkrajše po obdelavi s hipokloritom (4,8 in 1,0 mm). 
 
Pri nenamočeni piri lahko glede na dolžino kalčkov in koreninic zaključimo, da je na rast 
najmanj negativno vplivala obdelava s toplo vodo (bistvene razlike med različnim časom 
obdelave ni bilo), nekoliko bolj negativno obdelava s H2O2 (krajše kalčke in koreninice smo 
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opazili pri večji koncentraciji peroksida) in najbolj negativno obdelava s Na hipokloritom, ki 
je rast sploh pri večji koncentraciji skoraj ustavila. Kljub temu opazimo, da so vse obdelave v 
neki meri vplivale na rast koreninic, ki se statistično značilno razlikujejo od kontrole, zato pri 
teh meritvah ne moremo predlagati optimalne obdelave. 
 
Vpliv različnih obdelav na rast kalčkov in koreninic smo preučili tudi pri namočeni piri. 
Določanje kaljivosti je pokazalo še boljšo kaljivost kot pri nenamočeni piri. Za dolžino 
kalčkov in koreninic pa lahko trdimo, da so bili po 24 in 48 urah pri praktično vseh obdelavah 
krajši kot pri nenamočeni piri (namočeno piro smo pred obdelavo namakali 24 ur). 
Najverjetneje je slabša rast posledica tega, da smo obdelali piro, ki je že imela izrasle kalčke 
in koreninice, medtem ko so bili pri nenamočeni piri rastlinski deli še »zaščiteni« v zrnih. 
 
  
Slika 16: Dolžina kalčkov namočene pire. 24 in 48 ur po obdelavi 
Legenda: Topla voda 5 min - Pira obdelana s toplo vodo za 5 minut; Topla voda 10 min - Pira, obdelana s toplo 
vodo za 10 minut; 10 % H2O2 - Pira obdelana z 10 % vodikovim peroksidom; 20 % H2O2 - pira, obdelana z 20 
% vodikovim peroksidom; 0,5% NaOCl - pira, obdelana z 0,5 % natrijevim hipokloritom; 1% NaOCl - pira 
obdelana z 1 % natrijevim hipokloritom. Vrednosti vrednotenja po 24 urah z različno nadpisano črko (a-c) se 
med seboj statistično značilno razlikujejo; vrednosti vrednotenja po 48 urah z različno nadpisano črko (A-C) se 
med seboj statistično značilno razlikujejo. 
Rezultati meritev dolžine kalčkov (slika 16) pri namočeni piri so pokazali, da so bile po 24 
urah razlike v dolžini med različnimi obdelavami manjše kot pri nenamočeni piri. Tudi pri 
kontrolnem vzorcu namočene pire so bili kalčki bistveno krajši (9,9 mm) kot pri nenamočeni 
piri (18,1 mm). Pravega razloga za tako razliko ne poznamo. Kljub temu je pomembnejša 
primerjava med obdelavami, kjer smo po 24 urah izmerili značilno krajše kalčke v primerjavi 
s kontrolo pri obeh obdelavah s toplo vodo in 1,0 % Na hipokloritom. Podobne razlike smo 
določili tudi po 72 urah, le da so bili značilno krajši tudi kalčki pire obdelane z 20 % H2O2. 
Kalčki pri kontroli so bili približno 2 krat daljši kot najkrajši kalčki pri piri obdelani z 1,0 % 
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Na hipokloritom (5,5 mm in 2,4 mm). Na podlagi dejstva, da so bili generalno gledano kalčki 
namočene pire bistveno krajši kot pri nenamočeni piri in razlike v dolžini kalčkov med 
različno obdelanimi vzorci pire relativno majhne lahko sklepamo, da je že vzkaljena pira bolj 
občutljiva na katerikoli način obdelave. V praksi izvajajo obdelavo nenamočenih zrn, kar se je 
izkazalo kot boljši način. Za kalčke namočene pire je najbolj optimalna obdelava 10 % 
vodikovim peroksidom in 0,5 % natrijevim hipokloritom, saj se dolžine kalčkov med sabo 
statistično ne razlikujejo. 
 
  
Slika 17: Dolžina koreninic namočene pire 24 in 48 ur po obdelavi. 
. Legenda: Topla voda 5 min - Pira obdelana s toplo vodo za 5 minut; Topla voda 10 min - Pira obdelana s toplo 
vodo za 10 minut; 10 % H2O2 - Pira obdelana z 10 % vodikovim peroksidom; 20 % H2O2 - pira, obdelana z 20 
% vodikovim peroksidom; 0,5% NaOCl - pira, obdelana z 0,5 % natrijevim hipokloritom; 1% NaOCl - pira, 
obdelana z 1 % natrijevim hipokloritom. Vrednosti vrednotenja po 24 urah z različno nadpisano črko (a-c) se 
med seboj statistično značilno razlikujejo; vrednosti vrednotenja po 48 urah z različno nadpisano črko (A-D) se 
med seboj statistično značilno razlikujejo. 
 
Krajše koreninice pri namočeni piri so dodaten dokaz, da so namočena zrna bolj občutljiva na 
različne obdelave kot nenamočena. Dolžina koreninic kontrolnega vzorca je bila primerljiva z 
nenamočeno piro (20,8 mm namočena 48 ur; 25,7 mm namočena 72 h), vsi ostali načini 
obdelave pa so značilno vplivali na upočasnjeno rast po 24 in 48 urah. Zanimivo je, da so bile 
najkrajše koreninice po 24 urah pri piri obdelani s toplo vodo (0,0 do 0,3 mm), ki so bile 
skupaj s koreninicami pire obdelane s hipokloritom (1,7 in 1,2 mm) značilno najkrajše. Tudi 
pira obdelana s peroksidom je imela značilno krajše koreninice od kontrole. Po 48 urah so bile 
še vedno značilno najdaljše koreninice pri kontroli (20,8 mm), potem značilno krajše pri piri 
obdelani s 10 % peroksidom (11,9 mm) in še značilno krajše (7,6 mm) pri 20 % peroksidom 
ter pri 5 minutni obdelavi s toplo vodo (5,7 mm). Podobno dolžino, ki je bila značilno 
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najmanjša, smo določili pri daljši obdelavi s toplo vodo in obdelavi s hipokloritom (2,3 mm 
pri obdelavi s toplo vodo za 10 minut in 1,3 mm pri obdelavi z 1 % Na hipokloritom).    
 
Pri namočeni piri smo prišli do drugačnih zaključkov kot pri nenamočeni piri. Glede na 
dolžino kalčkov in koreninic lahko zaključimo, da je na rast najmanj negativno vplivala 
obdelava s H2O2 (pri kalčkih ni bilo značilne razlike med koncentracijama, pri koreninicah pa 
pri večji koncentraciji značilno manjše dimenzije), pri piri obdelani s toplo vodo in Na 
hipokloritom pa so bile dolžine kalčkov in koreninic primerljivo dolge s tem da je pri obeh 
obdelavah bolj intenzivna vplivala bolj negativno. 
 
Večina znanstvene literature povezane s postopki različnih vrst obdelave zrnn z namenom 
zmanjševanja mikrobne kontaminacije navaja praktično samo podatke o kaljivosti obdelanih 
zrn. V pivovarski literaturi so dimenzije kalčkov sicer navedene kot pomemben pokazatelj 
predvsem enakomernosti razgrajenosti ječmenovega sladu, kjer je dolžina kalčkov 
razporejena v različne razrede (1/4, 1/2, 3/4, 1 in več kot 1 dolžina ječmenovega zrna) 
(Boulton, 2013, Kunze, 2014). Dolžin kalčkov pri ječmenu med kaljenjem pa ne moremo 
direktno primerjati s piro, saj je pivovarski ječmen plevnato žito (pleva zaščiti zrno pred 
različnimi vplivi iz okolja in pomembno vpliva tudi na vpijanje vode), medtem ko je bila pira, 
ki smo jo uporabili v naši nalogi, oluščena. 
 
Podatkov o dolžini koreninic med kaljenjem zrn v literaturi praktično ni. Koreninice, ki pri 
izdelavi slada predstavljajo 3-5% vsega slada, v procesu proizvodnje piva pa niso pomembne, 
v procesu dodelave slada odstranjujejo (Kreisz, 2009). V najnovejši literaturi (Krupa-
Małkiewicz in sod., 2019) so raziskovalci objavili rezultate raziskave, v katerih so uporabili 
za dezinfekcijo ječmena Na hipoklorit. Med rezultati navajajo tudi dolžine kalčkov oz. mladih 
rastlinic in koreninic, vendar zgolj kot posledico kultivacije v mediju z dodanimi različnimi 
količinami nano srebra.  
 
Namen magistrskega dela je bil proučiti vpliv različnih obdelav pire na kaljivost in na 
intenziteto kaljenja ter sočasno na populacijo plesni na pirinih zrnih. Naši rezultati so 
pokazali, da smo s toplo vodo, vodikovim peroksidom in natrijevim hipokloritom pomembno 
vplivali na populacijo plesni P. griseofulvum in na intenziteto kaljenja pire. Predvsem smo z 
obdelavo z večjo koncentracijo vodikovega peroksida (20 %) in natrijevega hipoklorita (1 %) 
dosegli več kot 95 % inhibicijo plesni. Pri nenamočenih kot namočenih zrnih smo določili 
praktično pri vseh obdelavah več kot 90 % kaljivost po 72 urah, kar kaže na to, da različne 
obdelave niso bistveno zmanjšale kaljivosti. Smo pa pri detajlnejši študiji intenzitete rasti 
opazili velike razlike med obdelavami, saj smo sploh pri obdelavi z večjo koncentracijo 
vodikovega peroksida (20 %) in natrijevega hipoklorita (1 %) potrdili izrazito zmanjšano 
intenziteto rasti kalčkov in koreninic. Zaključili bi lahko, da bi veljalo posvetiti več 
pozornosti različnim kombinacijam (čas in temperatura oz. več zaporednih obdelav) obdelave 
s toplo vodo, saj zrn nismo obdelovali z agresivnimi spojinami, poleg tega pa žita v praksi 
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obdelujemo pred namakanjem, obdelava s toplo vodo pa se je dobro izkazala ravno pri 
nenamočenih zrnih.    
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5 SKLEPI 
 
 Pri naravno kontaminirani piri smo določili majhno število plesni (manj kot 4,0 log 
CFU/g), zaradi česar smo se odločili, da bomo poskuse obdelave izvedli na umetno 
kontaminirani piri s plesnimi vrste Penicillium griseofulvum, ki smo jih izolirali in 
identificirali iz vzorcev pire. 
 
 V predposkusih smo ugotovili, da čas inkubacije matične raztopine (do 30 minut) pri 
sobni temperaturi in čas homogeniziranje vzorcev v gnetilniku (do 3 minute) ne vpliva 
na kvantifikacijo plesni. 
 
 Pri umetno kontaminirani piri smo ugotovili, da je čas inkubacije pire (0,5 do 24 ur) s 
plesnimi vrste P. griseofulvum vpliva na njihovo kvantifikacijo.  
 
 Uporabljene metode obdelave umetno kontaminirane namočene pire (topla voda, 
vodikov peroksid, natrijev hipoklorit) so 25-96 % inhibirale plesni vrste P. 
griseofulvum.  
 
 Največjo inhibicijo plesni vrste P. griseofulvum smo določili pri obdelavi z 20 % 
vodikovim peroksidom (96,2 %) in 1,0 % natrijevim hipokloritom (96,7 %).  
 
 Kaljivost nenamočene (praktično pri vseh obdelavah več kot 90 %) in namočene pire 
(več kot 95 %) je bila kljub različnim obdelavam zelo dobra. 
 
 Pri študiji intenzitete rasti (merjenje dolžine kalčkov in koreninic) smo opazili velike 
razlike med obdelavami, saj smo pri obdelavah z večjo koncentracijo vodikovega 
peroksida (20 %) in natrijevega hipoklorita (1 %) potrdili izrazito zmanjšano 
intenziteto rasti kalčkov in koreninic. 
 
 Predlagamo obdelavo pirinih zrn s toplo vodo, saj gre za najmanj agresiven način 
obdelave, ki ima manjše negativne vplive na okolje, kljub temu pa vseeno dober 
učinek pri inhibiciji plesni in hkrati manj negativen učinek na fiziološke procese med 
kaljenjem pire. 
 
 
 
 
 
Fink B. Vpliv različnih obdelav pire (Triticum spelta) pred kaljenjem na zmanjšanje populacije plesni. 45 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020                    
 
 
6 POVZETEK 
 
Kaljena žita so pomembna surovina v nekaterih panogah živilske industrije, poleg tega pa so 
postala zanimiv proizvod tudi v vsakodnevni prehrani. Zaradi izboljšanih prehranskih 
lastnosti jih uporabljamo pri pripravi različnih funkcionalnih živil. Najbolj jih odlikuje velika 
vsebnost vitaminov, antioksidantov in drugih bioaktivnih snovi ter boljša prebavljivost. 
Proces priprave kaljenih žit vsebuje faze namakanja, kaljenja in pri nekaterih žitih tudi 
sušenja. Taki procesni pogoji pa so optimalni tudi za razvoj mikrobne združbe, ki jo najdemo 
na žitnih zrnih. Žita lahko vsebujejo veliko število mikroorganizmov, med njimi tudi plesni, 
ki lahko negativno vplivajo na kakovost žita in tudi človeško zdravje. V znanstveni literaturi 
najdemo objave povezane s preučevanjem različnih postopkov zmanjševanja kontaminacije 
žitnih zrn namenjenih kaljenju. Z redukcijo mikrobne populacije (plesni) lahko pomembno 
vplivamo na produkcijo za zdravje škodljivih sekundarnih metabolitov (mikotoksini) in 
zagotavljamo varnost živil. Različni postopki obdelave pa lahko negativno deluje na kaljivost 
zrn in intenziteto fizioloških procesov, kar posledično vpliva na tehnološke in prehranske 
lastnosti kaljenih zrn.  
 
Pira, ki se za prehrano ljudi uporablja že stoletje, se ponovno uveljavlja kot alternativna 
poljščina. Zaradi boljše prilagodljivosti v primerjavi z nekaterimi drugimi žiti med pridelavo 
in dobre prehranske sestave se pira in izdelki iz pire v zadnjih letih vedno bolj uveljavljajo 
med kupci. Pomemben segment predelave žit je tudi proizvodnja kaljenih žit, kjer je tudi pirin 
slad deležen pozornosti med raziskovalci in tudi uporabniki alternativnih surovin za 
proizvodnjo piva. Zato smo se tudi v našem magistrskem delu odločili, da bomo izvajali 
poskuse na kaljeni piri. 
 
V magistrskem delu smo želeli preučiti vpliv različnih obdelav pire pred kaljenjem na 
populacijo plesni na pirinih zrnih ter na kaljivost in intenziteto kaljenja obdelanih zrn. Za 
obdelavo zrn smo uporabili toplo vodo (5 in 10 minut obdelave z vodo segreto na 50 °C), 
vodikov peroksid (10 % in 20 % raztopina) in natrijev hipoklorit (0,5 % in 1,0 % raztopina).  
 
V predposkusu smo preverili prisotnost plesni v vzorcih pire, in optimizirali kvantifikacijo 
plesni v vzorcih pire. Ker so rezultati pokazali, da vzorci pire vsebujejo majhno število plesni, 
smo za določitev inhibicije plesni po posamezni obdelavi piro umetno kontaminirali s 
plesnimi vrste Penicillium griseofulvum, ki smo jih predhodno izolirali iz vzorcev pire. Nato 
smo zrno obdelali z različnimi načini obdelave in po obdelavi določali skupno število plesni, 
kaljivost pirinih zrn in dolžino kalčkov in koreninic v različnih časovnih obdobjih. Obdelali 
smo nenamočena in predhodno namočena zrna pire.  
 
Naši rezultati so pokazali, da smo s toplo vodo, vodikovim peroksidom in natrijevim 
hipokloritom pomembno vplivali na populacijo plesni vrste Penicillium griseofulvum in tudi 
na intenziteto kaljenja pire. Predvsem smo z obdelave z večjo koncentracijo vodikovega 
peroksida (20 %) in natrijevega hipoklorita (1 %) dosegli več kot 95 % inhibicijo plesni. Pri 
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nenamočenih kot namočenih zrnih smo določili praktično pri vseh obdelavah več kot 90 % 
kaljivost po 72 urah, kar kaže na to, da različne obdelave niso bistveno zmanjšale kaljivosti. 
Smo pa pri detajlnejši študiji intenzitete rasti opazili velike razlike med obdelavami, saj smo 
sploh pri obdelavah z večjo koncentracijo vodikovega peroksida (20 %) in natrijevega 
hipoklorita (1 %) potrdili izrazito zmanjšano intenziteto rasti kalčkov in koreninic. Zaključili 
bi lahko , da bi veljalo posvetiti več pozornosti različnim kombinacijam (čas in temperatura 
oz. več zaporednih obdelav) obdelave s toplo vodo, saj zrn nismo obdelovali z agresivnimi 
spojinami, poleg tega pa žita v praksi obdelujemo pred namakanjem, obdelava s toplo vodo pa 
se je dobro izkazala ravno pri nenamočenih zrnih.  
 
Magistrska naloga tako odpira več možnosti raziskave različnih vrst in parametrov obdelave 
ter njihovih kombinacij in je dobro izhodišče za nove projekte v prihodnosti.  
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